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4. Wskazanie osiggniecia stanowigcego podstawe postepowania habilitacyjnego
Osiggnieciem naukowym wynikajgcym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.) jest cykl publikacji naukowych.

4.1. Tytut osiagniecia

,Probiotyki i prebiotyki — wiasciwosci antygenotoksyczne

| cytoprotekcyjne”

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia stanowiacego podstawe

o ubieganie sie o stopien doktora habilitowanego

Osiggniecie naukowe jest przedstawione w cyklu 6 publikacji o tgcznej wartosci Impact
Factor 12,883 i punktow MNiSW 150:

H1. Nowak A., Slizewska K., Klewicka E. (2012) Effect of probiotic lactobacilli on faecal
enzyme and genotoxic activity in human faecal water in the presence of the carcinogen PhiIP
in vitro. International Journal of Dairy Technology 65(2), 300-307. IF, = 1,179; MNiSW =
25 pkt.

Autor Indywidualny wktad Udziat %
Koncepcja pracy, planowanie doswiadczen,

Nowak Adriana prowadzenie badan, opracowanie  wynikow, 85
przygotowanie  publikacji do druku, autor
korespondencyjny.

Slizewska Katarzyna | Pomoc  w  oznaczaniu aktywnosci enzymow 10

B-glukuronidazy i B-glukozydazy w wodzie katowe;.
_ o Konsultacja merytoryczna dotyczgca oznaczania
Klewicka Elzbieta aktywnosci enzymow  B-glukuronidazy i B- S
glukozydazy w wodzie katowej.
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H2. Nowak A., Slizewska K. (2014) B-Glucuronidase and B-glucosidase activity and human
fecal water genotoxicity in the presence of probiotic lactobacilli and the heterocyclic aromatic
amine 1Q in vitro. Environmental Toxicology and Pharmacology 37, 66-73. IF,04 = 2,084;
MNiSW = 20 pkt.

Autor Indywidualny wktad Udziat %
Koncepcja pracy, planowanie doswiadczen,

Nowak Adriana prowadzenie badan, opracowanie  wynikow, 90
przygotowanie  publikacji do druku, autor
korespondencyjny.

Slizewska Katarzyna | Pomoc  w  oznaczaniu aktywnosci enzymow 10

B-glukuronidazy i B-glukozydazy w wodzie katowe;.

H3. Nowak A., Slizewska K., Btasiak J., Libudzisz Z. (2014) Lactobacillus casei DN 114 001
reduces the activity of faecal enzymes and genotoxicity of faecal water in the presence of
heterocyclic aromatic amines. Anaerobe 30, 129-136. |F5p14= 2,479; MNiSW = 25 pkt.

Autor Indywidualny wktad Udziat %
Koncepcja pracy, planowanie doswiadczen,

Nowak Adriana prowadzenie badan, opracowanie  wynikow, 81
przygotowanie  publikacji do druku, autor
korespondencyjny.

Slizewska Katarzyna | Pomoc w oznaczaniu aktywnosci enzymow 9

B-glukuronidazy i B-glukozydazy w wodzie katowe;.
Konsultacja merytoryczna metodyki testu komety
oraz korekta manuskryptu.

Konsultacja  merytoryczna  podczas pisania
manuskryptu.

Btasiak Janusz

Libudzisz Zdzistawa

H4. Nowak A., Czyzowska A., Stanczyk M. (2015) Protective activity of probiotic bacteria
against 2-amino-3-methyl-3H-imidazo[4,5-f]quinoline (IQ) and 2-amino-1-methyl-6-phenyl-
1H-imidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) — An in vitro study. Food Additives and Contaminants Part
A 32(11),1927-1938. IF5 etni = 2,197; MNiISW = 25 pkt.

Autor Indywidualny wktad Udziat %
Koncepcja pracy, planowanie doswiadczen,

Nowak Adriana prowadzenie badan, opracowanie  wynikéw, 80
przygotowanie  publikacji do druku, autor
korespondencyjny.

Czyzowska Agata ldentyfikacja heterocyklicznych amin 15
aromatycznych w wodzie katowej metodg HPLC.

Stanczyk Matgorzata | Konsultacja merytoryczna dotyczgca 5
oksydacyjnych uszkodzen DNA w tescie komety.
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H5. Nowak A., Czyzowska A., Huben K., S6jka M., Kuberski S., Otlewska A., Slizewska K.
(2016) Prebiotics and age, but not probiotics affect transformation of 2-amino-3-methyl-3H-
imidazo[4,5-flquinoline (1Q) by faecal microbiota — An in vitro study. Anaerobe 39, 124-135.
IFs.emi = 2,628; MNiSW = 25 pkt.

Autor Indywidualny wktad Udziat %
Koncepcja pracy, planowanie doswiadczen,
. prowadzenie badan, opracowanie  wynikow,

Nowak Adriana przygotowanie  publikacji do druku, autor 60
korespondencyjny.

Czyzowska Agata :_dg_rll\';lysflkaqa 7-OH-IQ w wodzie katowej metodg 14

Huben Krzysztof :\cli&rlgyflkaqa 7-OH-IQ w wodzie katowej metodg 6

Séjka Michat Pomoc wo przep_rowad__zanlu chromatografii 5
preparatywnej w celu izolacji 7-OH-1Q.

Kuberski Stawornir :Slf_rlwgflkaqa 7-OH-IQ w wodzie katowej metodg

Otlewska Anna Identyfikacja genetyczna bakterii Enterococcus sp. 5

) Udostepnienie do badan szczepow Clostridium

Slizewska Katarzyna | difficile, Bacteroides fragilis oraz Enterococcus 5
faecium.

H6. Nowak A., Slizewska K., Otlewska A. (2015) Antigenotoxic activity of lactic acid bacteria,
prebiotics, and products of their fermentation against selected mutagens. Regulatory
Toxicology and Pharmacology 73, 938-946. IF5 eni = 2,316; MNiSW = 30 pkt.

Autor Indywidualny wktad Udziat %
Koncepcja pracy, planowanie doswiadczen,

Nowak Adriana prowadzenle_ badan_, opracowanie wynikéw, 85
przygotowanie  publikacji do druku, autor
korespondencyjny.

fpis Identyfikacja krétkotancuchowych kwasow

Slizewska Katarzyna ttuszczowych metodg HPLC. 10
Identyfikacja genetyczna bakterii Lactobacillus

Otlewska Anna delbrueckii ssp. bulgaricus oraz Lactobacillus 5
mucosae.

Wyniki badan przedstawione w publikacjach H1 — H5 byly catkowicie lub czesciowo
wynikiem realizacji projektu wlasnego MNISW/NCN (NN 312 203836) ,Detoksyfikacja
heterocyklicznych amin aromatycznych przez bakterie probiotyczne z rodzaju Lactobacillus”,
ktérego bytam kierownikiem.

Oswiadczenia wspétautorow odnosnie ich udziatu w powstawaniu wspdlnych

publikacji stanowigcych jednotematyczny cykl zostaty zamieszczone w Zataczniku 5.
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4.3. Omoéwienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikéw wraz
z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Sposob zywienia modyfikuje zespot mikroorganizméw jelitowych cztowieka.
Spozywanie produktdw wzbogaconych w szczepy probiotyczne oraz/lub substancje
prebiotyczne pozwala na uksztattowanie prawidtowego ekosystemu mikroorganizmow
jelitowych, co moze chroni¢ przed wieloma schorzeniami oraz wptywac¢ na ogding poprawe
stanu zdrowia.

Organizacja Narodéw Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) oraz
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) (2002) definiujg probiotyki, jako zywe
mikroorganizmy, ktére w postaci preparatow farmaceutycznych lub dodane do zywnosci,
korzystnie wptywajg na organizm gospodarza poprzez poprawe rownowagi jego ekosystemu
jelitowego (FAO/WHO, 2002). Definicja ta zostata potwierdzona w 2014 roku przez
International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (Hill i wsp., 2014; Reid,
2016). Bakterie probiotyczne z reguty nalezg do grupy bakterii fermentacji mlekowej. Nie
wszystkie jednak szczepy wywotujg w organizmie cztowieka jednakowy efekt prozdrowotny
(Nowak i wsp., 2010a). Szczep mozna uznac za probiotyczny jedynie wtedy, gdy zostanie
poddany szeregowi dtugotrwatych i kosztownych badan, ktérych przebieg zostat Scisle
ustalony przez FAO/WHO (FAO/WHO, 2002). Korzysci zdrowotne wynikajgce ze stosowania
probiotykoéw scharakteryzowatam w publikacji przeglgdowej (Nowak i wsp., 2010b).

Do modulowania zespotu mikroorganizméw jelitowych sg wykorzystywane takze
preparaty prebiotyczne. W 2007 roku eksperci z FAO/WHO okreslili prebiotyki, jako
niezdolne do zycia sktadniki pokarmowe, ktére wywierajg korzystny wptyw na zdrowie
gospodarza w zwigzku z modulacjg zespotu mikroorganizmow jelitowych (FAO, 2007)
(Slizewska i wsp., 2013).

Modulacja zespotu mikroorganizmow jelitowych poprzez spozywanie prebiotykow
i probiotykow powinna by¢ traktowana jako istotny czynnik ochrony zdrowia cztowieka.

Jedng z cech bakterii probiotycznych oraz prebiotykow moze by¢ ich aktywnosc¢
przeciwnowotworowa. Nowotwory jelita grubego sg trzecig najczestszg przyczyng zgondéw
na Swiecie (Nistal i wsp., 2015). Zaobserwowano, iz schorzenie to dotyka gtéwnie cywilizacje
zachodnig, w ktorej spozywa sie najwieksze ilosci produktow pochodzenia zwierzecego,
w tym czerwonego miesa, natomiast niewiele owocow i warzyw. Badania z ostatnich
kilkudziesieciu lat wykazaty, ze sposrod wszystkich nowotwordw, rak jelita grubego, obok
uwarunkowan genetycznych, jest w najwiekszym stopniu skorelowany ze stylem zycia,
a w szczegoélnosci z dietg oraz szkodliwymi zwigzkami spozywanymi z zywnos$cig (Nistal
i wsp., 2015).
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Szczegdlnie grozne mogg by¢ heterocykliczne aminy aromatyczne (HCA).

HCA to grupa zwigzkow bedgcych produktami pirolizy aminokwaséw i biatek, ktore
powstajg podczas termicznej obrobki miesa czerwonego oraz ryb (gotowanie, smazenie,
pieczenie, grillowanie). Pomimo, ze zwigzki te powstajg w zywnosci w sladowych ilosciach,
ich obecno$¢ jest bardzo istotna, biorgc pod uwage ich silne wiasciwosci mutagenne
i rakotworcze. 2-Amino-3-metylo-3H-imidazo[4,5- f]lchinolina (IQ) oraz 2-amino-1-metylo-6-
fenylo-1H-imidazo[4,5-b]pirydyna (PhIP) to jedne z najbardziej rozpowszechnionych HCA,
powstajgcych w najwiekszej ilosci podczas termicznej obrébki miesa. Miedzynarodowa
Agencja Badan nad Rakiem (IARC) uznata IQ za substancje prawdopodobnie rakotwdrczg
(klasa 2A), natomiast PhIP jako substancje mozliwie rakotwérczg (klasa 2B) dla cziowieka.

Szczepy  probiotyczne oraz  prebiotyki moga  wykazywa¢ — aktywnosé
przeciwnowotworowg poprzez szereg mechanizmaow, takich jak: modyfikacja (hamowanie lub
zmiana metabolizmu) zespotu mikroorganizméw jelitowych, hamowanie aktywnosci
bakteryjnych enzyméw, tzw. fekalnych (np.: B-glukozydazy, B-glukuronidazy, azoreduktazy,
nitroreduktazy), przeksztatcajgcych zwigzki prokarcynogenne w karcynongenne, wigzanie
karcynogendw, obnizenie cyto- i genotoksycznosci, zmiana warunkow fizykochemicznych
w jelicie grubym (obnizenie pH, ktére powoduje zmiane aktywnosci np.: bakteryjnej
7-a-dehydroksylazy przeksztatcajgcej pierwszorzedowe kwasy zoétciowe w rakotworcze
drugorzedowe), produkcja zwigzkéw o dziataniu cytoprotekcyjnym (krétkotancuchowych
kwaséw tluszczowych — SCFA), aktywnos¢ antyproliferacyjna oraz indukcja apoptozy
komoérek rakowych, modyfikacja metabolizmu sktadnikow zywnosci lub aktywacja odpowiedzi
immunologicznej gospodarza do dziatania przeciwnowotworowego (Sunkata i wsp., 2014;
Kumar i wsp., 2015).

Wiek jest jednym z najwazniejszych czynnikdw determinujgcych ekosystem jelitowy.
Wraz ze starzeniem sie organizmu, zmiang nawykow zywieniowych oraz stylem Zzycia,
nastepujg niekorzystne zmiany w ukfadzie mikrobioty jelitowej, takie jak obnizone
zréznicowanie gatunkowe mikrobioty, niestabilnos¢, obnizenie ilosci ,pozytecznych” bakterii
z rodzajéw Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp., a wzrost liczebnosci w obrebie takich
rodzajow jak Clostridium i Eubacterium, ktére mogg by¢ zaangazowane w transformacje
i aktywacje zwigzkow promutagennych. Wiekszos¢ produktéw probiotycznych dostepnych na
rynku jest przeznaczonych dla zdrowych dzieci i osob dorostych. W moich badaniach
chciatam stwierdzi¢, czy istnieje potrzeba konstrukcji preparatéw probiotycznych i/lub
zywnosci funkcjonalnej przeznaczonej dla réznych grup wiekowych, a szczegdlnie dla
seniorow.

Jako materiat badawczy wybratam kat, poniewaz najlepiej odzwierciedla warunki
panujgce w jelicie grubym in vivo, jest fatwo dostepny i dostarcza wielu oryginalnych

wynikéw. W badaniach zastosowatam linie komdrkowg nabtonka jelitowego Caco-2,
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poniewaz jest to najbardziej rozpowszechniony system komorkowy imitujgcy ludzki nabtonek
jelitowy. Ponadto komérki te majg bezposredni kontakt z trescig jelitowa, a wiec z bakteriami
probiotycznymi oraz zwigzkami rakotwdrczymi z diety.

Do tej pory nie prowadzono badan zmierzajgcych do wykazania, czy probiotyki
dziatajg ochronnie w odniesieniu do ludzi w réznym wieku (dzieci do 24 miesigca zycia,
dorodli — 30-40 lat i seniorzy — 75-85 lat) oraz czy jednoczesnie obnizajg aktywnos$é
enzymow fekalnych i znoszg cyto- i genotoksycznos¢ wody katowej po ekspozycji na IQ oraz
PhIP. Nie badano rowniez zdolnosci szczepdw probiotycznych do zapobiegania
uszkodzeniom DNA w komérkach Caco-2 oraz ich aktywnosci antyoksydacyjnej w tescie
komety, a takze wptywu probiotykéw i prebiotykéw na transformacje IQ przez mikrobiote
katowg. Brak jest réwniez doniesien dotyczgcych zdolnosci prebiotykéw do stymulacji
napraw DNA w komadrkach Caco-2 po ekspozycji na mutageny.

Celem badan stanowigcych osiggniecie naukowe bylto wykazanie, czy i w jaki
sposéb bakterie probiotyczne oraz substancje prebiotyczne (fermentowane
i niefermentowane) wykazuja w stosunku do mikrobioty katowej dzieci (do 24 miesigca
zycia), oséb dorostych (w wieku 30-40 lat) oraz seniorow (w wieku 75-85 lat)
aktywnos$¢ cytoprotekcyjng i antygenotoksyczng w obecnosci wybranych mutagenéw

(badania in vitro).

Cel i zakres badan obejmowat:

1. Wykazanie, czy probiotyki w tresci katowej ludzi w réznym wieku (dzieci, osoby
doroste i seniorzy) obnizajg lub podwyzszajg aktywno$¢ tzw. enzymow fekalnych (-
glukozydazy i B-glukuronidazy), takze w obecnosci heterocyklicznych amin
aromatycznych IQ i PhIP.

2. Stwierdzenie, czy probiotyki sg zdolne do obnizania cytotoksycznosci oraz
ograniczania ilosci uszkodzen DNA w komodrkach nabtonka jelitowego Caco-2
indukowanych przez 1Q i PhIP, oraz czy obnizajg ich stezenie
w wodzie katowej ludzi w réznym wieku, tgcznie z wyjasnieniem mechanizmu
zaobserwowanych efektow.

3. Wykazanie, czy martwe komorki bakterii probiotycznych, podobnie jak zywe,
wptywajg na genotoksycznos¢ wody katowe;j.

4. Wykazanie, czy szczepy probiotyczne oraz prebiotyki wptywajg na transformacje 1Q
do mutagenu bezposredniego 7-OH-IQ (2-amino-3,6-dihydro-3-metylo-7H-
imidazol[4,5-f|chinolina-7-on) w obecnosci mikrobioty katowej ludzi w réznym wieku.

5. Wykazanie zdolnosci prebiotykéw oraz kohcowych produktow ich fermentacji do
obnizania genotoksycznosci wody katowej oraz indukowania napraw DNA

w komérkach nabtonka jelitowego Caco-2 po ekspozycji na wybrane mutageny
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obecne w wodzie katowej, nadtlenek wodoru oraz N-metylo-N'-nitro-N-
nitrozoguanidyne (MNNG).

6. Sprawdzenie, czy ilos¢ i rodzaj koncowych produktéw fermentacji prebiotykow
(krétkotancuchowych  kwaséw  tluszczowych)  wytwarzanych przez bakterie

probiotyczne jest skorelowana z aktywnoscig antygenotoksyczng.

Whplyw bakterii probiotycznych z rodzaju Lactobacillus na aktywnos$¢ B-glukozydazy
i B-glukuronidazy nalezacych do tzw. enzymoéw fekalnych oraz genotoksycznos¢ wody
katowej osob w réznym wieku (tgcznie 15), dodatkowo indukowang 2-amino-1-metylo-6-
fenylo-1H-imidazo[4,5-b]pirydyng (PhIP) przedstawitam w publikacji H1: Nowak A.,
Slizewska K., Klewicka E. (2012) Effect of probiotic lactobacilli on faecal enzyme and
genotoxic activity in human faecal water in the presence of the carcinogen PhIP in
vitro. International Journal of Dairy Technology 65(2), 300-307 (IFx012 = 1,179; MNiSW =
25 pkt.).

Aktywnos¢ B-glukuronidazy i B-glukozydazy badatam metodg spektrofotometryczna.
Zaobserwowatam, ze aktywnos¢ obu enzymow w tresci katowej byta najnizsza w grupie
dzieci, natomiast wyzsza, choé¢ na podobnym poziomie, w grupie oséb dorostych i seniorow.
Inkubacja katu z PhIP z reguty kilkakrotnie zwigkszata aktywnos¢ (B-glukuronidazy (we
wszystkich grupach wiekowych) i B-glukozydazy, zwitaszcza u senioréw (w przedziale
wiekowym 75-85 lat). Efektu tego nie zaobserwowatam u dzieci do 24 miesigca zycia, co
moze  wskazywaC na prokarcynogenne dziatanie = mikrobioty = katowej o0so6b
w zaawansowanym wieku. Wykazatam, Zze probiotyczne szczepy Lactobacillus (Lb. casei
0900, Lb. casei 0908 oraz Lb. paracasei 0919 reklasyfikowane obecnie jako Lb. rhamnosus
0900, Lb. rhamnosus 0908 oraz Lb. casei 0919) (Aleksandrzak-Piekarczyk i wsp., 2013a;
Aleksandrzak-Piekarczyk i wsp., 2013b; Koryszewska-Baginska i wsp., 2014) obnizaty
aktywno$¢ B-glukuronidazy i B-glukozydazy tresci katowej oséb w réznym przedziale
wiekowym, do poziomu w prébie kontrolnej (kat bez PhIP), w najwiekszym stopniu
u senioréw, a w najmniejszym u dzieci. Szczepy te z reguty nie miaty istotnego wptywu na
aktywnos$¢ B-glukuronidazy i B-glukozydazy w grupie oséb dorostych (w przedziale
wiekowym 30-40 lat), w ktérej ponadto zaobserwowano najwigkszy rozrzut wynikow,
zaleznie od badanej osoby. Moze to by¢ spowodowane ogromng réznorodnoscig w obrebie
indywidualnej, dominujgcej i subdominujgcej mikrobioty katowej, ktora jest odzwierciedleniem
specyficznej diety i stylu zycia ludzi w tym wieku

Badane szczepy obnizaty ogdlny poziom uszkodzen DNA indukowanych aming PhIP
w komérkach nabtonka jelitowego Caco-2 po inkubacji z katem oséb w réznym wieku, co
wykazatam w alkalicznej wersji testu elektroforezy pojedynczych komoérek w Zelu

agarozowym (testu kometowego) i wyrazitam jako % DNA w ogonie komety.
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Zaobserwowatam, ze PhIP istotnie (3-krotnie) w kale pochodzgcym od grupy dzieci oraz
dorostych zwiekszata ilo§¢ uszkodzen DNA w komoédrkach nabtonka jelitowego Caco-2
w porownaniu do genotoksycznosci w probie kontrolnej (kat bez dodatku PhIP). Dwa
szczepy, tj. Lb. rhamnosus 0908 i Lb. casei 0919 istotnie obnizaty genotoksycznos¢ wody
katowej w obu tych grupach. W grupie seniorow juz sama genotoksycznos¢ wody katowej
byta 2 — 2,5-krotnie wyzsza w porownaniu do grupy dorostych i dzieci (w ktorej byta
najnizsza) i to prawdopodobnie bylo powodem braku efektu dziatania PhIP, ktéra nie
podwyzszata genotoksycznosci wody katowej w sposob istotny. Tylko jeden szczep (Lb.
rhamnosus 0900) obnizat poziom uszkodzen DNA w komérkach Caco-2 w kale
pochodzgcym od grupy seniorow. Wykazatam wiec, ze dziatanie ochronne bakterii
probiotycznych moze polega¢ na modulowaniu skfadu mikrobioty jelitowej w kierunku
obnizania aktywnosci B-glukuronidazy i B-glukozydazy (szczegdlnie u senioréw) oraz
genotoksycznosci wody katowej, co moze ogranicza¢ ryzyko wystepowania nowotworow
jelita grubego.

Obecnos¢ samego szczepu probiotycznego, bez karcynogenu, nie wpltywata na
aktywno$é obu enzymdw, co przedstawitam w publikacji H2: Nowak A., Slizewska K. (2014)
B-Glucuronidase and B-glucosidase activity and human fecal water genotoxicity in the
presence of probiotic lactobacilli and the heterocyclic aromatic amine 1Q in vitro.
Environmental Toxicology and Pharmacology 37, 66-73 (IFx4 = 2,084; MNiSW = 20
pkt.). Stwierdzitam, ze w wyniku inkubacji katu z 1Q nastepuje kilkakrotne zwigkszenie
aktywnos$ci B-glukuronidazy i B-glukozydazy w grupie dzieci i seniorow, ale nie oséb
dorostych. B-Glukuronidaza jest niezbedna do aktywacji IQ do mutagenu bezposredniego
(Humbilot i wsp., 2007). Jednoczes$nie wykazatam, ze w obecnosci szczepow probiotycznych
z reguty wystepuje istotne obnizenie aktywnosci obu enzyméw (w najwiekszym stopniu
u seniorébw — nawet do 90%, nastepnie w grupie dzieci do 76%, ale nie u dorostych) do
poziomu w probie kontrolnej. W grupie seniorow zauwazytam, ze wraz z wiekiem, aktywnos¢é
B-glukuronidazy w obecnosci probiotykéw maleje. Ponadto wykazatam, ze im miodsze
dziecko, tym istotniejsze jest obnizenie aktywnosci tego enzymu. Zauwazytam, ze wsrdd
badanych szczepow, Lb. casei 0919 najskuteczniej obnizat aktywno$¢ enzymow fekalnych
u osob w wieku 75-85 lat.

Najwiekszg efektywno$¢ probiotykéw w obnizaniu genotoksycznosci wody katowej
zaobserwowatam w grupie oso6b dorostych, mniejszg u dzieci, natomiast najmniejszg
u seniorow. Efektywnos¢ probiotykdw byta specyficznie zalezna od osoby i jej indywidualnej
mikrobioty katowej. Przebadane szczepy Lactobacillus to jedyne polskie probiotyki
wyizolowane w zespole |ITFiIM PL (objete ochrong patentowg) o Kklinicznie
udokumentowanym dziataniu (stosowane w atopowym zapaleniu skory u dzieci) (Cukrowska
i wsp., 2009; Cukrowska i wsp., 2010).

10



Zatacznik 2. Autoreferat

Analogiczne badania (w celu poréwnawczym) przeprowadzitam z zastosowaniem
znanego na catym $wiecie, komercyjnego szczepu probiotycznego Lactobacillus casei DN
114 001, obecnego w jogurcie Actimel. Wyniki tych badan opublikowatam w artykule H3:
Nowak A., Slizewska K., Btasiak J., Libudzisz Z. (2014) Lactobacillus casei DN 114 001
reduces the activity of faecal enzymes and genotoxicity of faecal water in the
presence of heterocyclic aromatic amines. Anaerobe 30, 129-136 (IF2014= 2,479; MNiSW
= 25 pkt.). Jest to jedyna publikacja dotyczaca tego szczepu i biomarkeréw
nowotworow jelita grubego w wodzie katowej. Podobnie jak w przypadku pozostatych
szczepdw, obecnos¢ samego probiotyku (bez karcynogenu) nie wplywata istotnie na
aktywnos¢ badanych enzyméw w wodzie katowej. Zaobserwowatam natomiast, ze
modulowat on korzystnie mikrobiote katowg w kierunku obnizenia aktywnosci -
glukuronidazy i p-glukozydazy w obecnosci I1Q i PhIP, przy czym w najwiekszym stopniu
dotyczyto to wody katowej osdb w wieku 75-85 lat. W przypadku 1Q, Lb. casei DN 114 001
nie wptywat na aktywnos¢ obu enzyméw, ale w obecnosci PhIP obserwowatam obnizenie
aktywnosci B-glukuronidazy w wodzie katowej oséb w wieku 30-40 lat (w przeciwienstwie do
wczedniej omawianych szczepow). Lb. casei DN 114 001 najefektywniej (nawet do 77%)
obnizat poziom uszkodzen DNA indukowanych w komdrkach Caco-2, réwniez w grupie osob
dorostych.

Wyniki przedstawione w publikacjach H1-H3 dowiodly, Ze dziatanie ochronne
probiotykdéw zachodzi poprzez modulowanie sktadu mikrobioty katowej, co prowadzi z kolei
do obnizania aktywnosci B-glukuronidazy i B-glukozydazy oraz genotoksycznosci wody
katowej ludzi. Wykazatam rowniez, Zze probiotyki w obecnosci karcynogenéw mogq
korzystnie modyfikowaé ekosystem jelitowy. Potwierdzitam zatem, 2ze jednym
z mechanizmow ochronnego dziatania probiotykéw moze by¢ modyfikacja mikrobioty katowej
ograniczajgca liczebno$¢ bakterii 0 wysokiej aktywnosci enzyméw fekalnych. Po inkubacji
z bakteriami probiotycznymi obnizenie aktywnosci tych enzyméw prawie zawsze byto
dodatnio skorelowane z obnizeniem genotoksycznosci wody katowej. Otrzymane wyniki
potwierdzajg, ze B-glukuronidaza i B-glukozydaza bakterii katowych sg zaangazowane
w powstawanie lub aktywacje zwigzkéw potencjalnie toksycznych i rakotworczych do
bardziej genotoksycznych i bezposrednio oddziatujgcych z DNA, a bakterie probiotyczne
oddziatujgc na mikrobiote jelitowg ograniczajg ich tworzenie.

Najwiekszg efektywno$¢ obnizania genotoksycznosci obserwowatam w grupie oséb
w wieku 30-40 lat. Natomiast u osob w wieku 75-85 lat stwierdzitam najwyzszg skutecznosc
obnizania aktywnosci B-glukuronidazy i B-glukozydazy w wodzie katowej. Dziatanie
protekcyjne probiotykéw zalezy zatem w duzym stopniu od wieku osoby, jej indywidualne;j

mikrobioty katowej (jej sktad ulega niekorzystnym zmianom wraz ze starzeniem sie
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organizmu), karcynogenu oraz szczepu probiotycznego, co wskazuje na celowos¢ doboru
szczepdw probiotycznych specyficznie dla danej osoby lub grupy oséb.

Celem nastepnego etapu badan byto wykazanie, czy szczepy probiotyczne sg zdolne
do dziatania ochronnego w stosunku do komoérek nabtonka jelitowego Caco-2 i czy efekt ten
jest wynikiem obnizania cytotoksycznosci 1Q, PhIP oraz wody katowej zaleznie od wieku
osoby. Zmierzano takze do ustalenia mechanizmu zaobserwowanych efektéw, zwigzanych
z obnizeniem stezenia 1Q i PhIP, wigzaniem do powierzchni $cian komdrkowych,
zapobieganiem uszkodzeniom DNA oraz aktywnoscig antyoksydacyjng szczepow
probiotycznych. Wyniki przedstawitam w publikacji H4: Nowak A., Czyzowska A., Stanczyk
M. (2015) Protective activity of probiotic bacteria against 2-amino-3-methyl-3H-
imidazo[4,5-f]quinoline (IQ) and 2-amino-1-methyl-6-phenyl-1H-imidazo [4,5-b]pyridine
(PhIP) — An in vitro study. Food Additives and Contaminants Part A 32(11), 1927-1938
(IFsyetni = 2,197; MNiISW = 25 pkt.). Cytotoksycznosé badatam testem wychwytu czerwieni
obojetnej (NRU). Tak jak w przypadku genotoksycznosci zaobserwowatam, ze woda katowa
os6b w wieku 75-85 lat z reguty wykazywata najwiekszg cytotoksycznosé, nizszg u osob
w wieku 30-40 lat, a najnizszg u dzieci do 24 miesigca zycia. Obecnos$¢ samego szczepu
probiotycznego (bez ekspozycji na zwigzek karcynogenny) z reguly obnizata
cytotoksyczno$é wody katowej we wszystkich grupach wiekowych, ale nie byto to istotne
statystycznie. Cytotoksycznos¢ w obecnosci IQ lub PhIP wzrastata, a szczepy probiotyczne
z reguly zwiekszaty zywotnos¢ komoérek Caco-2 w obecnosci karcynogenow we wszystkich
grupach wiekowych. Jednakze poréwnanie $rednich pomiedzy grupami wykazato, ze nie
byto to zjawisko istotne statystycznie. Stwierdzitam natomiast, ze obnizenie cytotoksycznosci
wody katowej w obecnosci 1Q i PhIP jest specyficzne dla osoby i szczepu probiotycznego
i dla niektérych oséb z kazdej grupy wiekowej jest istotne statystycznie, a zatem kazdy
przypadek nalezy rozpatrywac indywidualnie.

Jednym z mechanizméw cytoprotekcyjnego oddziatywania probiotykéw moze byc
obnizanie stezenia karcynogenow poprzez ich wigzanie do powierzchni $cian komdrkowych
(Zhao i wsp., 2013). Stezenie IQ i PhIP po ekstrakcji z probek katu badatam metodg HPLC.
Za moje istothe osiggniecie uwazam opracowanie metody izolacji, oczyszczania
i oznaczania obu HCA z materiatu fekalnego. Obnizanie stezenia 1Q i PhIP byto zalezne
zaréwno od szczepu, jak i osoby. Lb. rhamnosus 0900 najefektywniej obnizat stezenie 1Q,
podczas gdy Lb. casei 0919 - PhIP. Obnizenie stezenia amin byto skorelowane
z obnizeniem cytotoksycznosci wody katowej, w zaleznosci od osoby. Wykazatam, ze
badane szczepy w zakresie od okoto 2 do 30% wigzaty 1Q i PhIP do powierzchni $cian
komodrkowych. Réwniez preinkubacja komérek Caco-2 ze szczepami probiotycznymi
w bardzo duzym stopniu zapobiegata uszkodzeniom DNA w ww. komorkach po pozniejsze;j

ekspozycji na 1Q i PhIP. Dodatkowo Lb. rhamnosus 0908 zapobiegat uszkodzeniom
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oksydacyjnym indukowanym przez nadtlenek wodoru. Szczep ten obnizat réwniez poziom
oksydacyjnych uszkodzerh DNA indukowanych przez 1Q i PhIP rozpoznawanych przez
enzymy naprawcze DNA: endonukleaze Il (Endo IIl) oraz formamidopirymidyno-DNA-
glikozylaze (Fpg), co wykazatam w modyfikowanej wersji testu kometowego. Stwierdzitam, iz
szczep ten wykazuje wilasciwosci antyoksydacyjne. Uwazam to za wazne osiggniecie,
poniewaz jednym z mechanizméw toksycznosci HCA moze by¢ produkcja wolnych rodnikéw
tlenowych, ktére mogg przyczyniac sie do inicjacji procesu karcynogenezy.

Dane literaturowe wskazujg na zdolnos¢ mikrobioty jelitowej do aktywacji IQ do
mutagenu bezposredniego (bezposrednio oddziatujgcego z DNA) — 7-hydroksy-IQ (7-OH-IQ,
tj. 2-amino-3,6-dihydro-3-metylo-7H-imidazo[4,5-f]chinolina-7-on) (Carman i wsp., 1988; Van
Tassel i wsp., 1989; Humblot i wsp., 2005). Celem badan zamieszczonych w publikacji H5:
Nowak A., Czyzowska A., Huben K., Séjka M., Kuberski S., Otlewska A., Slizewska K.
(2016) Prebiotics and age, but not probiotics affect transformation of 2-amino-3-
methyl-3H-imidazo[4,5-f]lquinoline (1Q) by faecal microbiota — An in vitro study.
Anaerobe 39, 124-135 (IFs i = 2,628; MNISW = 25 pkt.) bytlo wykazanie, czy szczepy
probiotyczne oraz prebiotyki mogg wptywaé na transformacje IQ do 7-OH-IQ przez
mikrobiote katowg oséb w réznym przedziale wiekowym. Detekcje 7-OH-1Q po ekstrakciji
Z probek katu przeprowadzatam z wykorzystaniem trzech metod: chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometria mas (LC-MS"), spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) oraz spektroskopii w podczerwieni (FTIR). To pierwsza publikacja
wykorzystujacag metode FTIR do identyfikacji 7-OH-1Q. Za istotne osiggniecie uwazam
opracowanie metody izolacji, oczyszczania i oznaczania 7-OH-IQ z materiatu
fekalnego. Metoda ta pozwolita na otrzymanie wystarczajgcej ilosci metabolitu do oznaczen
NMR. Obecnosé pochodnej 1Q stwierdzitam w kale 6 z 27 badanych o0sdb, tj. u 22% dzieci
(do 18 miesigca zycia) oraz u 50% seniorow (77-83 lata), przy czym u tych oséb ilos¢
powstatego 7-OH-IQ byta dwukrotnie wyzsza, niz w grupie dzieci. Wykazatam wiec, ze
zwigzek ten powstaje gtownie w wyniku aktywnosci mikrobioty katowej, przede wszystkim
os6b w zaawansowanym wieku, ale takze dzieci, u ktérych uktad mikroorganizmow
jelitowych jest niestabilny. Badania z tego zakresu sa w petni oryginalne.

Z katlu o0sob, u ktorych stwierdzitam intensywng transformacje IQ do 7-OH-1Q,
wyizolowatam i zidentyfikowatam dwa szczepy Enterococcus faecium i dwa Enterococcus
faecalis o takiej aktywnosci. Jest to pierwsze doniesienie wskazujagce na zdolnosé
bakterii z rodzaju Enterococcus do takiej transformacji. W tescie kometowym
wykazatam, ze 7-OH-1Q byt nawet do trzech razy bardziej genotoksyczny od 1Q. Bakterie
probiotyczne (Lb. rhamnosus 0900, Lb. rhamnosus 0908, Lb. casei 0919 i Lb. casei DN
114 001) nie hamowaly powstawania 7-OH-1Q. Stwierdzitam wiec, ze badane szczepy nie

dziatajg protekcyjnie poprzez hamowanie syntezy 7-OH-1Q, jednakze same go nie
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wytwarzajg. Jest to istotne podczas konstrukcji preparatéw probiotycznych — wazna jest nie
tylko zdolno$¢ bakterii probiotycznych do hamowania syntezy zwigzkéw mutagennych, ale
takze brak zdolnosci ich formowania lub aktywacji. Wykazatam natomiast efekt ochronny
prebiotykow (Frutafit HD, laktuloza, Raftilose P95, oporna dekstryna). W ich obecnosci nie
wykrytam 7-OH-1Q, a stezenie |Q réwniez nie ulegato zmianie. Potwierdza to hipoteze, ze
prebiotyki korzystnie zmieniajg profil fermentacyjny jelita grubego i przez to hamujg
aktywnosc bakterii ,niekorzystnych”. Jest to wazne osiagniecie, zwtaszcza, ze niektoérzy
ludzie czesto praktykujg zte nawyki zywieniowe, polegajgce na konsumpcji wiekszej ilosci
produktdow pochodzenia zwierzecego, niz bfonnika z owocéw i warzyw. Jest to rowniez
pierwsze doniesienie dotyczace wplywu probiotykéw i prebiotykéw na transformacje
IQ przez mikrobiote katowa. Sekwencje izolatdw Enterococcus zdolnych do wytwarzania
7-OH-IQ zostaly zgtoszone do NCBI GenBank z numerami akcesyjnymi KT180316,
KT180317, KT180318 oraz KT180319.

Obecnos¢ SCFA w jelicie grubym, jako kohcowych produktow fermentacii
prebiotykdw przez bakterie Lactobacillus sp. jest pozgdana ze wzgledu na ich dziatanie
prozdrowotne, zwlaszcza jako czynnikow antykarcynogennych (Raman i wsp., 2013; Patel
i DuPont, 2015). Celem badan reprezentowanych w publikacji H6: Nowak A., Slizewska K.,
Otlewska A. (2015) Antigenotoxic activity of lactic acid bacteria, prebiotics, and
products of their fermentation against selected mutagens. Regulatory Toxicology and
Pharmacology 73, 938-946 (IFs.emi = 2,316; MNiSW = 30 pkt.) byto wykazanie czy szczepy
probiotyczne (komercyjne), izolaty bakterii fermentacji mlekowej (Lactobacillus sp.),
prebiotyki (siedem réznych) oraz koncowe produkty ich fermentacji (SCFA) wykazujg
antygenotoksyczng — protekcyjng aktywno$¢ w stosunku do komoérek nabtonka jelitowego
Caco-2. Jako czynnik mutagenny zastosowatam wode katowg o wysokim poziomie
genotoksycznosci, co stwierdzitam w badaniach wstepnych. Trzy szczepy probiotyczne (Lb.
casei DN 114 001, Lb. rhamnosus GG, Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12) oraz
jeden nieprobiotyczny (Lb. mucosae 0988) obnizaty genotoksyczno$¢ wody katowej o ponad
70%. Zywe komorki bakterii charakteryzowaty sie wiekszg zdolno$cig protekcyjng, niz
inaktywowane termicznie. Zdolnos¢ ta byta jednak zréznicowana nawet w obrebie szczepu.
Same prebiotyki (sacharydy niefermentowane) istotnie obnizaty genotoksycznos¢ wody
katowej, przy czym inulina oraz oporna dekstryna w najwiekszym stopniu. Stwierdzitam
rowniez, ze najwiekszg aktywnos¢ antygenotoksyczng wykazywaty koncowe produkty
fermentacji prebiotykdw przez Lb. casei DN 114 001 (zwtaszcza inuliny) oraz Lb. mucosae
0988 (w najwyzszym stopniu po fermentacji opornej dekstryny i laktulozy).

Nastepnym etapem bylo wykazanie, czy aktywnos¢ antygenotoksyczna wybranych
szczepdw byta dodatnio skorelowana z iloscig SCFA wytwarzanych podczas fermentaciji, co

oszacowatam z zastosowaniem metody HPLC. Wedlug doniesien literaturowych kwas
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mastowy (w najwiekszym stopniu), a w nastepnej kolejnosci kwas octowy, przyczyniajg sie
do obnizania genotoksyczno$ci wody katowej (Rosignoli i wsp., 2001; Verbeke i wsp., 2015).
Jednakze z moich rezultatéw wynika, ze ilo§¢ powstalego kwasu mastowego nie
zawsze jest proporcjonalna do stopnia obnizania genotoksycznosci wody katowe;.
Zjawisko to moze zatem zaleze¢ nie tylko od stezenia kwasu mastowego, ale takze proporcji
wytwarzanych SCFA.

Szczepy bakteryjne (Lb. casei DN 114 001 i Lb. mucosae 0988) oraz prebiotyki
(inulina i oporna dekstryna) o najwyzszej aktywnosci antygenotoksycznej wybratam do
zbadania mechanizmu tego dziatania, tj. stymulacji napraw DNA w komérkach Caco-2 po
ekspozycji na trzy mutageny — wode katowg, nadtlenek wodoru oraz MNNG.
Zaobserwowatam, ze produkty fermentacji inuliny i opornej dekstryny byty skorelowane
z wiekszg efektywnoscig napraw DNA, niz prebiotyki niefermentowane, przy czym
fermentowana oporna dekstryna najefektywniej stymulowata naprawe uszkodzen DNA
indukowanych wodg katowg oraz MNNG. Warto zaznaczyé, iz jest to pierwsze
doniesienie dotyczace wptywu opornej dekstryny na naprawe DNA oraz jej aktywnosci
antygenotoksycznej.

Wywnioskowatam, Zze probiotyki wykazujg najsilniejsze dziatanie antygenotoksyczne
i cytoprotekcyjne w potgczeniu z prebiotykami (synbiotyki). Sekwencje izolatéw z rodzaju
Lactobacillus zdolnych do obnizania genotoksyczno$¢ wody katowej, zostaty zgtoszone do
NCBI GenBank z numerami akcesyjnymi KP773469 oraz KP773480.

Badania w publikacjach H1-H5 byty catkowicie lub czesciowo wynikiem realizacji
projektu wlasnego MNiISW/NCN (NN 312 203836) ,Detoksyfikacja heterocyklicznych amin
aromatycznych przez bakterie probiotyczne z rodzaju Lactobacillus” (w latach 2009-2012),

ktérym kierowatam.

Za najwazniejsze osiagniecia opisanych badan zawartych w cyklu publikacji (H1-H6)
uwazam:

1. Bakterie probiotyczne Lb. rhamnosus 0900, Lb. rhamnosus 0908, Lb. casei 0919, Lb.
casei DN 114001 dziatajg antygenotoksycznie i cytoprotekcyjnie w stosunku do wody
katowej ludzi w réznym wieku — w najwiekszym stopniu u oso6b dorostych
w wieku 30-40 lat, ale tylko w obecnosci karcynogenow 1Q i PhIP. Bakterie
probiotyczne korzystnie modyfikujg mikrobiote katowg oséb w réznym przedziale
wiekowym (zwtaszcza u senioréw), prowadzgc do obnizania aktywnosci
B-glukuronidazy i B-glukozydazy po ekspozycji na 1Q i PhIP.

Obecno$¢ samego szczepu probiotycznego nie wptywa na aktywnos¢ enzymoéw.

Dziatanie ochronne probiotykéw jest wynikiem obnizania stezenia mutagendéw 1Q
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i PhIP w wodzie katowej oraz zdolnosci badanych probiotykéw do wigzania 1Q i PhIP
do Scian komérkowych.

Dziatanie ochronne probiotykéw zalezy nie tylko od wieku osoby, jej indywidualnego
zespotu mikrobioty katowej, lecz takze aminy heterocyklicznej oraz szczepu
probiotycznego. Szczep probiotyczny powinien by¢ zatem dobrany specyficznie dla
osoby (personalizacja probiotykdéw) lub grupy osob, a kazdy przypadek nalezy
rozpatrywac indywidualnie.

Badane probiotyki wykazujg dziatanie antygenotoksyczne, zapobiegajac
uszkodzeniom DNA w komdrkach Caco-2 po ekspozycji na 1Q i PhIP. Niektére
szczepy mogg wykazywaé dziatanie antyoksydacyjne zapobiegajgc uszkodzeniom
oksydacyjnym DNA indukowanym przez mutageny (nadtlenek wodoru i PhiP).
Mikrobiota katowa niektérych osdb w wieku 75-85 lat jest zdolha do transformaciji 1Q
do 7-OH-IQ — mutagenu o znacznie wyzszej aktywnosci genotoksycznej. Zwigzane
jest to z obecnoscig w ich kale szczepéw takich jak Enterococcus faecium
i Enterococcus faecalis.

Bakterie probiotyczne Lb. rhamnosus 0900, Lb. rhamnosus 0908, Lb. casei 0919
oraz Lb. casei DN 114001 nie dziatajg ochronnie poprzez hamowanie powstawania
mutagenu bezposredniego — 7-OH-1Q, cho¢ same go nie wytwarzaja.

Prebiotyki (Frutafit HD, laktuloza, Raftilose P95, oporna dekstryna) wykazujg
aktywnosc¢ protekcyjng, poniewaz w ich obecnosci obserwowane jest zahamowanie
transformacji 1Q do 7-OH-IQ, prawdopodobnie poprzez modyfikacje skfadu
mikroorganizméw katowych i wynikajgcg stad zmiane profilu fermentacyjnego. Zywe
komorki bakterii probiotycznych oraz izolatoéw Lactobacillus sp. z reguty wykazujg
wyzszg aktywnosé antygenotoksyczng, niz inaktywowane termicznie, a zdolno$c¢ ta
jest specyficzna dla gatunku i szczepu.

Prebiotyki (Frutafit HD, inulina, laktuloza, Raftilose P95, Raftilose L60/65, pektyny
jabtkowe i oporna dekstryna) obnizajg genotoksycznos¢ wody katowej, przy czym
inulina i oporna dekstryna w najwiekszym stopniu. Produkty fermentacji prebiotykow
(w zaleznosci od prebiotyku i szczepu), obnizajg genotoksycznos¢ wody katowej
w wiekszym stopniu, niz prebiotyki niefermentowane. Produkty fermentacji
prebiotykow — krotkotancuchowe kwasy tluszczowe wykazujg aktywnosc
antygenotoksyczng w stosunku do wody katowej, ale nie jest ona proporcjonalna do
ich ilosci, w tym ilosci kwasu mastowego.

Probiotyki (Lb. casei DN 114001), izolaty bakterii mlekowych (Lb. mucosae 0988),
prebiotyki (inulina i oporna dekstryna) oraz produkty ich fermentacji moga wykazywac
dziatanie protekcyjne poprzez indukowanie napraw DNA w komérkach Caco-2 po

ekspozycji na mutageny. Ponadto produkty fermentacji prebiotykéw (inulina i oporna
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dekstryna) wykazujg efektywniejsza zdolno$¢ indukowania napraw DNA niz
prebiotyki niefermentowane.

Probiotyki wykazujg najsilniejsze dziatanie antygenotoksyczne i cytoprotekcyjne
w potgczeniu z prebiotykami (synbiotyki). Moze to wskazywa¢ na uzasadnione ich
stosowanie w profilaktyce nowotworow jelita grubego.

Uzyskane wyniki potwierdzajg korzystny wptyw badanych bakterii probiotycznych
oraz prebiotykdw na zdrowie cziowieka, co wskazuje na celowos¢ ich spozywania

w codziennej diecie.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowych
Moje pozostate zainteresowania naukowo-badawcze mieszczg sie w nastepujgcych
obszarach tematycznych:
1. Aktywnosc biologiczna karcynogenow (badania w ramach rozprawy doktorskiej).
2. Adherencja mikroorganizméw do powierzchni biotycznych i abiotycznych oraz czynniki
ja warunkujgce.
Preparat probiotyczny i ocena jego skutecznosci antygenotoksycznej.
Genotoksycznosé i cytotoksycznosé wody katowej zwierzat oraz czynniki modulujace.
Bakterie mlekowe jako sktadnik mikrobioty jelitowej cztowieka — izolacja z réznych
srodowisk, identyfikacja, a takze badanie ich wlasciwosci probiotycznych.
6. lzolacja i dobdr szczepow oraz konstrukcja preparatu do dezodoryzacji drobiarskich
pomieszczen produkcyjnych.
Cyto- i genotoksycznos¢ olejkow eterycznych.
Udziat w opracowaniu ekspertyzy dotyczacej zywnosci funkcjonalnej w ramach
projektu: Strategia rozwoju sektora spozywczego do roku 2030.

9. Genotoksycznoé¢ polioli oraz elagotanin z maliny wtasciwej Rubus idaeus L.

5.1. Aktywnos¢ biologiczna karcynogenow (badania w ramach rozprawy doktorskiej)

W toku studiéw doktoranckich na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Pt
przedmiotem moich zainteresowan naukowych byly zwigzki promutagenne i mutagenne
przedostajgce sie do jelita grubego cztowieka wraz z pozywieniem lub syntetyzowane in vivo
w wyniku aktywnos$ci mikrobioty jelitowej oraz ich wplyw na bakterie jelitowe z rodzaju
Lactobacillus. Badatam takie =zwigzki, jak (w stezeniach do 500 pg/ml): N-
nitrozodimetyloamina, produkty przemian aminokwasow aromatycznych, takie jak tj. fenol, p-
krezol, indol, a takze niektére HCA (2-amino-3-metylo-3H-imidazo[4,5-f|chinolina; 2-amino-
3,8-dimetylo-3H-imidazo[4,5-flchinoksalina; 2-amino-1-metylo-6-fenylo-1H-imidazo[4,5-b]pi-
rydyna) na plon komorek bakterii Lactobacillus, dynamike wzrostu i zamierania,
przezywalnos¢ (w réznych pozywkach i uktadach, w zaleznosci od czasu inkubaciji, stanu
fizjologicznego i gestosci komorek, pH, sktadu medium hodowlanego) oraz zdolno$¢ do ich
wykorzystania jako zrodet wegla i/lub azotu. Podjetam réwniez wstepne badania dotyczgce
zdolnosci  bakterii Lactobacillus do rozktadu ww. zwigzkéw oraz obnizania ich
genotoksycznosci po hodowli w pozywce wzrostowej MRS na uktadzie modelowym linii
komorek promielocytow biataczkowych HLGO.

Wykazatam, Zze Zzaden z badanych zwigzkéw w zakresie testowanych stezen nie
wptywat istotnie na plon komérek oraz na dynamike wzrostu bakterii podczas hodowli
w pozywce MRS. Nie zaobserwowatam rowniez istotnego wptywu zwigzkéw na zywotnosé

szczepdw Lactobacillus po inkubacji w buforze fosforanowym, co pozwala na zachowanie
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zywotnosdci i aktywnosci bakterii Lactobacillus podczas dlugotrwatego kontaktu
z tymi zwigzkami w przewodzie pokarmowym cztowieka. Badane szczepy najefektywniej
wykorzystywaty w fazie stacjonarnej hodowli w pozywce MRS indol, do 75%, zaleznie od
szczepu. Lactobacillus plantarum tOCK 0945 wykazywat zdolnosé aktywnego
metabolizowania fenolu (do 58%), p-krezolu (okoto 14%) oraz indolu (do 70%). Wszystkie
szczepy wykazywaty niewielkg zdolnos¢ adsorpcji fenolu (do 10%), p-krezolu (do 13%) oraz
indolu (do 18%). W modyfikowanych pozywkach MRS najwieksze obnizenie stezenia
zwigzkéw obserwowano w fazie logarytmicznej, natomiast w fazie zamierania bakterii
adsorpcje lub desorpcje mutagenéw do pozywki, zaleznie od szczepu. Réwniez komorki
nierosngce, w stopniu zaleznym od szczepu, byly zdolne do obnizania stezen badanych
zwigzkéw: NDMA do 40%; fenolu do 20%; p-krezolu do 15% oraz indolu do 40%.
Wykazatam, ze zwigzki te sg wykorzystywane przez bakterie lub ulegajg rozktadowi do
produktdow pochodnych, bgdz tez adsorpcji zaleznie od szczepu, fazy rozwojowej bakterii,
medium hodowlanego, czasu hodowli/inkubacji, stezenia danego zwigzku, pH i gestosci
komorek.

Efektem badan byta rozprawa doktorska pt.: ,Rozkifad karcynogennych metabolitow
przez jelitowe bakterie z rodzaju Lactobacillus” wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Zdzistawy Libudzisz, obroniona z wyrdznieniem w styczniu 2008 roku w Instytucie

Technologii Fermentacji i Mikrobiologii.

5.2. Adherencja mikroorganizméw do powierzchni biotycznych i abiotycznych oraz
czynniki ja warunkujace

Waznym obszarem mojej pracy naukowej sg badania zdolnosci adhezyjnych
mikroorganizméw, w tym bakterii probiotycznych. Jest to jedna z najbardziej pozgdanych
cech tych mikroorganizmdéw, poniewaz przeciwdziata adhezji bakterii patogennych. Wysokie
zdolnosci adhezyjne bakterii probiotycznych do komdrek nabtonka jelitowego gwarantujg
skuteczne zasiedlenie przewodu pokarmowego i w efekcie przedtuzong aktywnosé
prozdrowotng. W ramach projektu rozwojowego NCBIR (nr 12010110) przy wspétpracy
z Instytutem ,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie, Instytutem Biochemii
i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie oraz Instytutem Biotechnologii Surowic
i Szczepionek BIOMED (Krakéw) ,Innowacyjny produkt probiotyczny o dziataniu
antyalergicznym” (w latach 2011-2014, kierownik dr inz. llona Motyl) jako wykonawca,
kontrolowatam i dobieratam szczepy probiotyczne zdolne do adherencji do monowarstwy
komoérek nabtonka jelitowego Caco-2 oraz do hamowania adherencji patogendw.
Wykazatam, ze badane szczepy probiotyczne silnie adherowatly do komodrek Caco-2,
ponadto w najwiekszym stopniu hamowaty adherencje Salmonella Typhimurium, a najstabiej

Candida albicans, natomiast Escherichia coli w zréznicowany sposob. Wykazatam, ze
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zdolnosci antyadhezyjne bakterii probiotycznych sg szczepozalezne - zaréwno pod
wzgledem patogenu, jak i probiotyku.

W zespole kierowanym przez dr hab. inz. Katarzyne Slizewskg w ramach badan
dotyczacych wptywu prebiotycznych opornych dekstryn na mikrobiote jelitowg szczurdw,
sprawdzatam adherencje patogenéw jelitowych oraz bakterii probiotycznych do linii komérek
Caco-2 w obecnosci opornej dekstryny. Zaobserwowatam, ze obecnosé opornych dekstryn
powodowata wzrost adherencji Clostridium perfringens, natomiast obnizenie Salmonella
Typhimurium. Dekstryny nie wptywaly na adherencje badanych bakterii probiotycznych
Lactobacillus oraz Escherichia coli.

Z kolei w zespole kierowanym przez dr hab. inz. Aline Kunickg-Styczynskg w ramach
badan dotyczgcych biobdjczych wiasciwosci olejkow eterycznych, sprawdzatam wptyw olejku
herbacianego, tymiankowego i gozdzikowego na adherencje patogennych szczepéw drozdzy
Candida albicans do komorek nabtonka macicy HelLa. Wykazatam, ze wszystkie badane
stezenia olejkdw istotnie obnizaty adherencje Candida albicans do komérek Hela, przy czym
olejek tymiankowy w najwiekszym, natomiast olejek herbaciany w najmniejszym stopniu.

We wspotpracy z Instytutem Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie
badatam adherencje bakterii probiotycznych (w tym szczepu Lb. casei LtOCK 0919 z oraz po
usunieciu plazmidu LOCKAp z genami odpowiedzialnymi za adherencje) do powierzchni
biotycznych (kolagen, $luz, zelatyna) i abiotycznych (polistyren, szkio), a takze
hydrofobowosci i zdolnosci agregacji, jako czynnikow warunkujgcych adherencje.
Stwierdzitam, Zze najwiekszg hydrofobowos¢ wykazat szczep najbardziej adherentny, tj.
Lactobacillus casei £tOCK 0919, podczas gdy ten sam szczep, ale pozbawiony plazmidu
0919Ap nie byt w ogdle hydrofobowy. Szczep ten wykazywat réwniez mniejszg zdolnosc
agregacji, a po usunieciu plazmidu zawsze istotnie i w mniejszym stopniu wykazywat
zdolno$ci adhezyjne do wszystkich badanych powierzchni biotycznych i abiotycznych, niz
szczep z plazmidem.

Rezultaty badan dotyczgcych zdolnosci adhezyjnych mikroorganizmodw i czynnikow na
nie wptywajgcych przedstawitam jako wspétautor w postaci 2 artykutdw w czasopismach
naukowych, 1 rozdziatu w ksigzce oraz w postaci posterow prezentowanych na 3

konferencjach miedzynarodowych i 1 krajowe;j.

Prace oryginalne:

1. Nowak A., Motyl I., Slizewska K., Libudzisz Z., Klewicka E. (2016) Adherence of probiotic
bacteria to human colon epithelial cells and inhibitory effect against enteric pathogens.
International Journal of Dairy Technology; DOI: 10.1111/1471-0307.12286. IFs e = 1,164;
MNiSW = 20 pkt.

2. Aleksandrzak-Piekarczyk T., Koryszewska-Baginska A., Grynberg M., Nowak A., Cukrowska
B., Kozakova H., Bardowski J. (2015) Genomic and functional characterization of the unusual

21



Zatacznik 2. Autoreferat

pLOCK 0919 plasmid harboring the spaCBAPIli cluster in Lactobacillus casei LOCK 0919.
Genome Biology and Evolution 8(1), 202-217. IFs e = 4,529; MNiSW = 35 pkt.

Rozdziat w ksigzce:

1. Rajkowska K., Maroszynska M., Nowak A., Kunicka-Styczynska A. Essential oils as a
potential anti-adhesive agent against Candida albicans. W: “Innovative ecological
preservatives preparations with natural substances of plant origin” Kunicka-Styczynska Alina,
Rajkowska Katarzyna (eds.), ISBN 978-83-63929-28-2, 2014, str. 54-59. MNiSW = 5 pkt.

Prezentacje na konferencjach:

1. Nowak A., Motyl I., Slizewska K., Libudzisz Z., Klewicka E. (2015) Probiotic bacteria inhibit
adherence of enteric pathogens to human colon adenocarcinoma cell line Caco-2. 6"
International Weigl Conference on Microbiology, 08-10.07.2015, Gdansk, Acta Biochimica
Polonica 62(2S), 105.

2. Nowak A., Motyl I., Slizewska K., Klewicka E., Libudzisz Z. (2013) Adhesion of probiotic
Lactobacillus strains to the human colon adenocarcinoma cell line Caco-2. The Intestinal
Microbiota and Probiotics: Exploring Their Influence on Health. 7" International Yakult
Symposium. Londyn, Wielka Brytania, 22-23.04.2013. Materiaty str. 70.

3. Lipinska L., Slizewska K., Nowak A. (2013) Adherencja bakterii jelitowych do komorek
nabtonka jelitowego Caco-2 w obecnosci prebiotyku. ATRINBIOTECH Il Ogdlnopolski Zjazd
Mitodych Biotechnologow. Katowice, 16-17.03.2013. Materiaty poster nr 1.18.

4. Nowak A., Motyl I., Slizewska K., Klewicka E., Libudzisz Z. (2012) Adhesion of probiotic
preparation ‘LATOPIC’ to the human colon adenocarcinoma cell line Caco-2. Konferencja
International Congress of the Society for Microbial Ecology and Disease (SOMED). Walencja,
Hiszpania 15-17.05.2012. Materiaty poster nr P58.

5.3. Preparat probiotyczny i ocena jego skutecznosci antygenotoksycznej

W latach 2011-2014 w ramach projektu rozwojowego NCBIR (nr 12010110)
»iInnowacyjny produkt probiotyczny o dziataniu antyalergicznym” (kierownik dr inz. llona
Motyl) jako wykonawca, badatam w tescie komety genotoksycznos¢ wody katowej na
gnotobiotycznym modelu zwierzecym (myszy germ-free — GF i myszy konwencjonalne
zasiedlone fizjologiczng mikrobiotg jelitowg — CV) oraz wody katowej dzieci z wypryskiem
atopowym na tle alergii na biatka mleka krowiego (wieloosrodkowe badania kliniczne
randomizowane z podwdjng $lepg probg) w grupach dzieci do drugiego roku zycia
Z interwencjg (preparat probiotyczny) i bez interwencji (placebo).

W badaniach uczestniczyto 200 dzieci przed podaniem probiotyku/placebo oraz po 3
miesigcach przyjmowania i 9 miesigcach od zakonczenia przyjmowania probiotyku/placebo.
Badania prowadzono we wspotpracy z Zaktadem Immunologii, Gnotobiologii i Mikrobiologii
Akademii Nauk Republiki Czeskiej w Novym Hradku oraz Instytutem ,Pomnik-Centrum
Zdrowia Dziecka” w Warszawie.

Wykazatam, ze produkt probiotyczny obnizat genotoksycznos¢ wody katowej myszy
konwencjonalnych, zaréwno po jednorazowym, jak i po 7-dniowym cyklu podawania,
natomiast spozywanie produktu probiotycznego przez myszy ,germ-free” powodowato

znaczny wzrost genotoksycznosci wody katowej w porownaniu do grupy konwencjonalnej.
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Srednia genotoksyczno$é wody katowej myszy ,germ-free” byta 3-krotnie wyzsza, niz ta
obserwowana w grupie myszy konwencjonalnych. Stwierdzitam, Zze bakterie probiotyczne
mogg produkowac¢ metabolity i zwigzki, ktére w przypadku braku obecnosci w przewodzie
pokarmowym  konkurencyjnej  mikrobioty = (konwencjonalnej), moga  zwiekszac
genotoksycznos¢ wody katowe;j.

Wykazatam roéwniez, iz woda katowa dzieci z atopowym zapaleniem skory
indukowata w komérkach nabtonka jelitowego Caco-2 uszkodzenia DNA o ré6znym nasileniu
i byla to cecha indywidualna danego dziecka, a srednia genotoksycznos¢ wody katowej
dzieci w grupie przyjmujgcej probiotyk oraz placebo byta zblizona zaréwno po 3 miesigcach
stosowania, jak i po 9 miesigcach od zakonczenia podawania preparatu. Rezultaty badan

przedstawitam jako wspoétautor w postaci 5 posteréw na konferencjach miedzynarodowych.

Prezentacje na konferencjach:

1. Nowak A., Motyl I., Slizewska K., Klewicka E., Schwarzer M., Kozakova H., Cukrowska B.,
Libudzisz Z. (2014) Effect of probiotic preparation on genotoxicity of faecal water (FW) of
mice. International Scientific Conference on Probiotics and Prebiotics — IPC2014. Budapeszt,
Wegry, 24-26.06.2014. Materiaty str. 134.

2. Slizewska K., Motyl 1., Nowak A., Klewicka E., Libudzisz Z., Srutkova D., Schwarzer M.,
Kozakova H., Cukrowska B. (2014) B-Glucosidase and -glucuronidase activity after
supplementation of germ-free and conventional mice with probiotic Lactobacillus strains
International Scientific Conference on Probiotics and Prebiotics — IPC2014. Budapeszt,
Wegry, 24-26.06.2014. Materiaty str.152-153.

3. Motyl |., Schwarzer M., Kozakova H., Slizewska K., Nowak A., Cukrowska B. (2013)
Fluorescence in situ hybridisation for identification of intestinal bacteria of mice. Microbial
Diversity 2013, Microbial Interactions in Complex Ecosystems. Turyn, Wiochy, 23-25.10.2013.
Materiaty str. 357-358.

4. Motyl I., Slizewska K., Nowak A., Klewicka E., Libudzisz Z. (2013) Effect of probiotic
preparation on microbiota of mice. The Intestinal Microbiota and Probiotics: Exploring Their
Influence on Health. 7" International Yakult Symposium. Londyn, Wielka Brytania, 22-
23.04.2013. Materiaty str. 87.

5. Slizewska K., Motyl I., Nowak A., Klewicka E., Libudzisz Z. (2013) Effect of probiotic
preparation on the amount and type of SCFA in faeces mice. The Intestinal Microbiota and
Probiotics: Exploring Their Influence on Health. 7" International Yakult Symposium. Londyn,
Wielka Brytania, 22-23.04.2013. Materiaty str. 88.

5.4. Genotoksycznos¢ i cytotoksycznos¢ wody katowej zwierzat oraz czynniki
modulujace

Biomarkery ryzyka nowotworéw wystepujgce w kale mogg wskazywaé na
niekorzystng aktywnos$¢ mikrobioty jelitowej zwierzgt i ludzi. Jednymi z nich sg testy
okreslajgce cyto- i genotoksycznos¢ ekstraktédw katowych (tzw. wody fekalnej, czyli fazy
wodnej katu). Podwyzszona cyto- i genotoksycznosé wody katowej wskazuje na niekorzystne
zmiany metaboliczne. Woda katowa moze zawiera¢ zwigzki promujgce proces
karcynogenezy (np.: drugorzedowe kwasy zoétciowe, nasycone kwasy ttuszczowe, zwigzki

N-nitrozowe, mykotoksyny), jak i czynniki jej zapobiegajgce (np.: btonnik, polifenole, SCFA,
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substancje prebiotyczne, zwigzki antyoksydacyjne), korzystnie modulujgce profil mikrobioty
jelitowej. Waznym obszarem mojej pracy naukowej jest badanie cyto- i genotoksycznosci
ekstraktow katowych pochodzgcych od zwierzat, ktorym w badaniach in vivo podawano wraz
z dietg zwigzki karcynogenne oraz/lub jednoczesnie preparaty lub zwigzki pozytywnie

modulujgce ekosystem jelitowy, znoszace efekt wywotany przez substancje toksyczne.

5.4.1. Genotoksyczno$¢ wody jelitowej $win poddanych eksperymentalnej mykotoksykozie
fuzaryjnej
W latach 2011-2013 testem komety, na komodrkach $winskich nerek LLC-PK1

badatam genotoksycznos¢ wody jelitowej swih poddanych eksperymentalnej mykotoksykozie

fuzaryjnej. Badania prowadzitam w ramach pracy naukowo-badawczej zleconej przez
Katedre Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie pt.: ,Wplyw mykotoksyn na skifad zespotu mikroorganizméw jelita grubego swin”
i realizowang w ramach projektu pt.: ,Okreslenie wplywu eksperymentalnej mykotoksykozy
fuzaryjnej na wybrane wskazniki diagnostyczno-morfologiczne przewodu pokarmowego
Swin” (kierownik prof. dr hab. Maciej Gajecki).

Wykazatam, ze genotoksyczno$é wody jelitowej wszystkich grup warchlako-loszek
karmionych mykotoksynami systematycznie wzrastata od 3 tygodnia eksperymentu. Po 6
tygodniach podawania $winiom mykotoksyn genotoksycznosé wody jelitowej zaréwno
w czedci proksymalnej, jak i dystalnej okreznicy wzrosta dwukrotnie, w poréwnaniu do
genotoksycznoéci w grupie kontrolnej. Moje badania wskazaty, ze obecnos¢ mykotoksyn

w paszy zwierzgt hodowlanych powoduje w efekcie ich szkodliwe dziatanie na zdrowie.

5.4.2. Wptyw preparatu probiotycznego na cvyto- i genotoksycznosé¢ katomoczu kurczat

karmionych aflatoksyng B, oraz ochratoksyng A

W ramach badan w zespole kierowanym przez dr hab. inz. Katarzyne Slizewska
bratam udziat w badaniu geno- i cytotoksycznosci katomoczu kurczat karmionych pasza
skazong aflatoksyng B; i ochratoksyng A z i bez dodatku preparatu probiotycznego
(zawierajgcego bakterie z rodzaju Lactobacillus sp., drozdze oraz ekstrakty roslinne).
W tescie kometowym wykazatam, ze dodatek preparatu probiotycznego do paszy skazonej
mykotoksynami istotnie obnizat poziom uszkodzen DNA. W tescie MTT stwierdzitam, ze
w obecnosci preparatu probiotycznego rowniez cytotoksycznosc istotnie ulegata obnizeniu.
Moje badania wskazaty, ze preparat probiotyczny przyczynia sie do detoksykacji mykotoksyn

i moze by¢ stosowany prewencyjnie w hodowli drobiu.
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5.4.3. Wptyw prebiotycznych opornych dekstryn na genotoksycznos$¢ wody katowej szczurow
W latach 2010-2013 w ramach projektu NCN (nr NN 312 335339) pt.: ,Modyfikacja

zespotu mikroorganizméw jelitowych ludzi w réoznym wieku pod wptywem prebiotycznych

dekstryn (badania in vitro i in vivo na zwierzetach doswiadczalnych)” kierowanego przez dr
hab. inz. Katarzyne Slizewskg, jako wykonawca badatam genotoksyczno$¢ wody katowej
szczurow po podaniu prebiotyku (opornych dekstryn) o dziataniu prozdrowotnym. Materiat
badawczy stanowity samce szczuréw rasy Wistar, kidére podzielono na grupy doswiadczalne
pod wzgledem przyjmowanej diety oraz wieku (miode, doroste, stare). Wykazatam, ze
oporne dekstryny cechowaty wlasciwosci prozdrowotne, poniewaz w najwiekszym stopniu,
bo nawet 3-krotnie, obnizaty genotoksycznos¢ wody katowej szczuréw dorostych, a 2,5-

krotnie szczuréw starych.

5.4.4. Wptyw fermentowanego soku z buraka ¢wiklowego na cyto- i genotoksycznos$¢é wody

katowej szczuréw indukowang PhIP oraz N-nitrozo-N-metylomocznikiem (MNU)
W latach 2008-2010, jako wykonawca w projekcie MNiSW (nr 3569/B/P01/2008/34)

pt.: ,Detoksyfikacyjne i przeciwnowotworowe wiasciwosci soku z buraka c¢wiktowego

poddanego fermentacji przez probiotyczne bakterie Lactobacillus (w modelu in vivo)”
(kierownik dr hab. inz. Elzbieta Klewicka), badatam wptyw fermentowanego soku z buraka
¢wiktowego w diecie szczurdéw rasy Wistar na cyto- i genotoksycznos¢ wody katowej w tescie
MTT, NRU (wychwytu czerwieni obojetnej) oraz kometowym, na linii komérek nabtonka
jelitowego Caco-2. Wykazatam, ze fermentowany sok z buraka ¢wiklowego prawie 3-krotnie
obnizat genotoksycznos$¢ wody katowej szczuréw indukowang obecnoscig PhIP oraz MNU

w diecie zwierzat, natomiast cytotoksycznos¢ obnizat tylko w obecnosci MNU.

5.4.5. Wptyw preparatu probiotycznego wzbogaconego w selen organiczny na cyto-

i genotoksycznos¢ wody katowej szczurow

W ramach badan dotyczacych opracowania probiotycznego preparatu selenowego,
(badania kierowane przez dr inz. llone Motyl) sprawdzatam, czy cyto- i genotoksycznosé
ekstraktow z przewodu pokarmowego szczuréw rasy Wistar ulega zmianie po suplementacji
karmy selenem nieorganicznym oraz probiotycznym preparatem selenowym. Ocene
cytotoksycznosci prowadzitam z zastosowaniem testu MTT, natomiast genotoksycznosci
z uzyciem testu kometowego, z wykorzystaniem linii komérkowej nabtonka jelitowego Caco-
2. Wykazatam, ze dieta wzbogacona w selen w postaci probiotycznego preparatu
selenowego istotnie obnizata cytotoksyczno$¢ oraz genotoksycznos$¢ wody katowej szczurow

po 28 dniach suplementacji.
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Rezultaty powyzszych badan, jako wspdtautor lub autor korespondencyjny,

przedstawitam w postaci 5 artykutow w czasopismach naukowych, 2 komunikatéw ustnych

oraz 5 posterow prezentowanych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych.

Prace oryginalne:

1.

Slizewska K., Nowak A. (2016) Probiotic preparation reduces faecal water genotoxicity and
cytotoxicity in chickens fed ochratoxin A contaminated feed (in vivo study). Acta Biochimica
Polonica; DOI: x.doi.org/10.18388/abp.2015_1094. IFs e = 1,463; MNiSW = 15 pkt.

Nowak A., Slizewska K., Gajecka M., Piotrowska M., Zakowska Z., Zielonka t., Gajecki M.
(2015) The genotoxicity of cecal water from gilts following experimentally induced Fusarium
mycotoxicosis. Veterinarni Medicina 60(3), 133-140. IFs e = 0,818; MNiSW = 20 pkt.
Klewicka E., Nowak A., Zdunczyk Z., Juskiewicz J., Cukrowska B., (2012) Protective effect of
lactofermented red beetroot juice against aberrant crypt foci formation, genotoxicity of fecal
water and oxidative stress induced by 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine in
rats model. Environmental Toxicology and Pharmacology 34, 895-904. IF,q;, = 2,005; MNiSW
= 20 pkt.

Klewicka E., Nowak A., Cukrowska B., ZduhAczyk Z., Btasiak J. (2012) Protective effect of
lactofermented beetroot juice against aberrant crypt foci formation and genotoxicity of faecal
water in rats. Experimental and Toxicologic Pathology 64, 599-604. IFy, = 2,622; MNiSW =
25 pkt.

Slizewska K., Nowak A., Libudzisz Z., Btasiak J. (2010) Probiotic preparation reduces the
faecal water genotoxicity in chickens fed with aflatoxin B; contaminated fodder. Research in
Veterinary Science 89, 391-395. IF,p0 = 1,330; MNiSW = 32 pkt.

Prezentacje na konferencjach:

1.

Slizewska K., Nowak A. (2013) Effect of resistant dextrin on faecal water genotoxicity in rats.
The Intestinal Microbiota and Probiotics: Exploring Their Influence on Health. 7™ International
Yakult Symposium. Londyn, Wielka Brytania, 22-23.04.2013. Materiaty str. 95.

Slizewska K., Nowak A. (2011) Wykorzystanie preparatu probiotycznego do redukcji
cytotoksycznosci wody katowej kurczat karmionych paszg skazong aflatoksyng B;.
Ogodlnopolska Konferencja Naukowa Trichoderma i inne grzyby w nauce i praktyce.
Radziejowice, 29-30.09.2011. Materiaty str. 49.

Motyl I., Nowak A. (2011) Genotoxicity of selenium in vivo on rats. The 6" International Yakult
Symposium The Gut and Its Role in Health Maintenance. Wieden, Austria, 26-27.05.2011.
Materiaty str. 66.

Klewicka E., Nowak A., Juskiewicz J., Zdunczyk Z. (2010) Detoxification of 2-amino-1-
methylo-6phenylo-1H-imidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) by lactofementation beetroot juice in vivo
in a rats model. 2™ TNO Beneficial Microbes Conference, Holandia, 15-17.03.2010. Materiaty
str. 80.

Libudzisz Z., Nowak A., Slizewska K. (2008) Probiotic preparation reduces the genotoxicity of
broiler chickens faecal water after feeding with aflatoxin B; contaminated fodder. g"
Symposium on Lactic Acid Bacteria. Health, Evolution and Systems Biology. Holandia, 31.08-
04.09.2008. Materiaty D 016.

Komunikaty ustne:

1.

Nowak A. Genotoksycznos¢ tresci jelita grubego $win poddanych eksperymentalnej
mikotoksykozie fuzaryjnej. Konferencja ,Pozadane i niepozadane dodatki paszowe".
Organizator UWM w Olsztynie, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej. tansk, 17-18.05.2013.
Materiaty str. 78-79.
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2. Motyl 1., Nowak A. Cytotoksyczno$é selenu w badaniach in vivo. XIV Zjazd Polskiego
Towarzystwa Magnezologicznego ,Dzi$ i jutro magnezu”. Sandomierz, 14-16.09.2012. Journal
of Elementology 17(3), 47-48.

5.5. Bakterie mlekowe jako sktadnik mikrobioty jelitowej cztowieka — izolacja z réznych
srodowisk, identyfikacja, a takze badanie ich wtasciwosci probiotycznych

W zespole kierowanym przez prof. dr hab. Zdzistawe Libudzisz prowadze badania
polegajace na izolacji szczepow bakterii fermentacji mlekowej, gtéwnie Lactobacillus sp.,
pochodzgcych z réznych srodowisk (przede wszystkim roslinnego i katowego), pod katem
oceny ich wiasciwosci probiotycznych. Bakterie te podlegajg identyfikacji w oparciu
o procedury zalecane przez FAO/WHO, obejmujgce cechy hodowlane, biochemiczne oraz
budowe genetyczng. Wynikiem tych prac jest kolekcja 14 szczepow Lactobacillus sp. i 2
szczepodw Leuconostoc sp. zdeponowanych w £odzkim Osrodku Czystych Kultur tOCK 105
ITFiM PL. Sekwencje nukleotydowe tych szczepdw zostaty zdeponowane w GenBank
National Center of Biotechnology Information. Efektem badan sg réwniez publikacje — 1

oryginalna, 2 przeglgdowe oraz 1 doniesienie konferencyjne.

Depozycja sekwenciji nukleotydowych w GenBank:

1. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus plantarum strain LOCK 0982, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773465; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

2. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus brevis strain LOCK 0984, 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence; Accession number KP773466; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

3. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus paracasei strain LOCK 0985, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773467; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

4. Nowak A., Otlewska A. (2015) Leuconostoc mesenteroides strain LOCK 0986, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773468; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

5. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus mucosae strain LOCK 0988, 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence; Accession number KP773469; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

6. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus plantarum strain LOCK 0989, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773470; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

7. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus plantarum strain LOCK 0990, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773471; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

8. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus plantarum strain LOCK 0991, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773472; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

9. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus paracasei strain LOCK 0993, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773473; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.
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10. Nowak A., Otlewska A. (2015) Leuconostoc mesenteroides strain LOCK 0994, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773474; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

11. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus plantarum strain LOCK 0995, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773475; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

12. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus plantarum strain LOCK 0996, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773476; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

13. Nowak A., Otlewska A. (2015) Lactobacillus rhamnosus strain LOCK 0997, 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; Accession number KP773477; GenBank National Center for
Biotechnology Information database.

14. Nowak A., Otlewska A., Klewicka E. (2015) Lactobacillus plantarum strain LOCK 0981, 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; Accession number KP773478; GenBank National
Center for Biotechnology Information database.

15. Nowak A., Otlewska A., Klewicka E. (2015) Lactobacillus brevis strain LOCK 0983, 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; Accession number KP773479; GenBank National
Center for Biotechnology Information database.

16. Nowak A., Otlewska A., Klewicka E. (2015) Lactobacillus delbrueckii strain LOCK 0987, 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; Accession number KP773480; GenBank National
Center for Biotechnology Information database.

Praca oryginalna:
1. Klewicka E., Slizewska K., Nowak A. (2014) Zywotno$é bakterii Lactobacillus zawartych
w preparacie probiotycznym podczas pasazu w symulowanym przewodzie pokarmowym.
ZYWNOSC — Nauka, Technologia, Jakos¢ 97(6), 170-181. MNiSW = 15 pkt.

Prace przeglgdowe:
1. Nowak A., Slizewska K., Libudzisz Z., Socha J. (2010) Probiotyki — efekty zdrowotne.
ZYWNOSC — Nauka, Technologia, Jako$é 4(71), 20-36. IF = 0,157, MNiSW = 9 pkt.
2. Nowak A., Slizewska K., Libudzisz Z. (2010) Probiotyki — historia i mechanizm dziatania.
ZYWNOSC — Nauka, Technologia, Jako$é 4(71), 5-19. IF = 0,157, MNiSW = 9 pkt.

Prezentacja na konferencji:

1. Klewicka E., Motyl I., Slizewska K., Nowak A., Libudzisz Z. (2012) Survival of LATOPIC
bacteria in the model of human digestive system in the presence of food matrices.
Konferencja International Symposium on Probiotics and Prebiotics in Pediatrics. Istambut,
Turcja, 24-26.02.2012. Materiaty PP-18.

5.6. lzolacja i dobdér szczepéw oraz konstrukcja preparatu do dezodoryzacji
drobiarskich pomieszczen produkcyjnych

Od roku 2014 jestem kierownikiem i wykonawcg zadania 2 w projekcie rozwojowym
NCBIiR (nr PBS2/B8/14/2014) ,Innowacyjny biopreparat dezodoryzujgcy dla drobiarskich
pomieszczeh produkcyjnych” (kierownik projektu dr hab. inz. Beata Gutarowska, prof. PL).
Jest to projekt realizowany przez konsorcjum (Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie; Katedre Higieny Srodowiska
i Dobrostanu Zwierzat, Wydziat Biologii i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroctawiu; Katedre Chemii Srodowiska na Wydziale Rolnictwa i Biotechnologii UTP
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w Bydgoszczy oraz firme JHJ sp. z 0.0. w Nowej Wsi). Liderem jest Wydziat Biotechnologii
iNauk o Zywnosci PL. Projekt dotyczy wykorzystania mikroorganizméw do obnizania
stezenia szkodliwych zwigzkéw odorowych wystepujgcych w pomiocie kurzym. Celem jest
opracowanie technologii otrzymywania oraz metody stosowania innowacyjnego biopreparatu
do usuwania zwigzkéw odorowych powstajgcych z odpadéw organicznych w trakcie hodowli
zwierzat gospodarskich na przyktadzie pomiotu drobiowego.

W projekcie tym badam cytotoksycznosé i genotoksycznos¢ lotnych zwigzkow
odorowych (amoniaku, di- i trimetyloaminy, kwasu mastowego, indolu, fenolu oraz
mieszaniny odoréw z kurnikéw) z pomiotu drobiowego, a takze kurzu pochodzacego
z réznych kurnikébw, na komorki kurzych hepatocytéw LMH, stosujac ilosciowy
kolorymetryczny test redukcji soli tetrazolowej MTT oraz PrestoBlue, a takze test kometowy.
Badania zmierzajg do okreslenia wartosci I1Cs, (takie stezenie zwigzku, ktére powoduje
obnizenie zywotnosci komoérek o 50%) kazdego ze zwigzkéw sktadowych odoréw.
W obserwacjach mikroskopowych oceniam wpltyw ww. zwigzkéw na morfologie komorek
LMH.

Wyizolowatam ponadto oraz zidentyfikowatam dwa szczepy bakterii fermentacji
mlekowej, ktoére zostaty wigczone do sktadu biopreparatu dezodoryzujgcego (Lactobacillus
plantarum £OCK 0981 i Lactobacillus plantarum £OCK 0995). Sekwencje tych izolatéw
zostaty zgtoszone do NCBI GenBank z numerami akcesyjnymi KP773478 oraz KP773475.

Wykazatam, ze najwiekszg cytotoksycznoscig cechowaly sie w kolejnosci malejgcej:
dimetyloamina, amoniak, trimetyloamina, kwas mastowy, fenol oraz indol. Wartoéci ICso po
24 h ekspozycji wynosity 0,06% (dla dimetyloaminy); dla amoniaku i trimetyloaminy byto
podobne — odpowiednio 0,08% i 0,04%, a stopien cytotoksycznosci wzrastat proporcjonalnie
do stezenia. W obserwacjach mikroskopowych wykazatam, ze badane zwigzki powodowaty
zmniejszenie zageszczenia komoérek w hodowli, niszczenie monowarstwy, zmiane ich
ksztaltu z dendrytycznego na nieregularny, a takze kondensacje chromatyny i zmiane
morfologii jgder komodrkowych. Przeprowadzone badania potwierdzity cytotoksycznosé
zwigzkow odorowych z pomiotu drobiowego w stosunku do komérek kurzych hepatocytéw.

Rezultaty badan przedstawitam jako wspotautor w postaci 3  artykutow
w czasopismach naukowych oraz w postaci 2 komunikatow ustnych i 2 posterow

prezentowanych na 2 konferencjach miedzynarodowych.

Prace oryginalne:

1. Nowak A., Matusiak K., Borowski S., Bakuta T., Opalinski S., Kotacz R., Gutarowska B.
(2016) Cytotoxicity of odorous compounds from poultry manure. Journal of Environmental
Management (w recenz;ji).

2. Skoéra J., Matusiak K., Wojewddzki P., Nowak A., Sulyok M., Ligocka A., Okrasa M., Hermann
J., Gutarowska B. (2016) Evaluation of microbiological and chemical contaminants in the
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poultry farms. International Journal of Environmental Research and Public Health 13, 192.
IF5.etni = 2,493; MNiSW = 30 pkt.

3. Matusiak K., Oleksy M., Borowski S., Nowak A., Korczyhski M., Dobrzanski Z., Gutarowska B.
(2016) The use of Yucca schidigera and biopreparation for poultry manure deodorization and
hygienization. Journal of Environmental Management 170, 50-59. IFg eni = 3,895; MNiISW =
35 pkt.

Prezentacje na konferencjach:

1. Matusiak K., Gutarowska B., Nowak A., Pielech-Przybylska K., Wojewddzki P., Herman J.
(2016) Volatile odorous compounds from poultry manure. Indoor Aerosols Conference,
Barcelona, Hiszpania, 20-22.04.2016. Materiaty (bez numeracji stron).

2. Skoéra J., Gutarowska B., Nowak A., Sulyok M., Wojewdédzki P., Matusiak K. (2016) Fungi and
their metabolites in poultry farms dust. Indoor Aerosols Conference. Barcelona, Hiszpania, 20-
22.04.2016. Materiaty (bez numeraciji stron).

Komunikaty ustne:

1. Skéra J., Gutarowska B., Nowak A., Matusiak K., Sulyok M., Wojewddzki P. Grzyby i ich
metabolity w pomieszczeniach inwentarskich do hodowli drobiu. XL Miedzynarodowe
Seminarium Naukowo Techniczne ,Chemistry for Agriculture”. Karpacz, 29.11-02.12.2015.

2. Nowak A., Gutarowska B., Matusiak K. Cytotoksycznos¢ zwigzkéw odorowych z pomiotu
drobiowego. XL Miedzynarodowe Seminarium Naukowo Techniczne ,Chemistry for
Agriculture”. Karpacz, 29.11-02.12.2015.

5.7. Cyto- i genotoksycznosé¢ olejkow eterycznych

Olejki eteryczne to heterogenna grupa lotnych zwigzkéw aromatycznych pochodzenia
roslinnego o dziataniu przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybiczym, stosowane w celach
kosmetycznych i farmaceutycznych. Przedmiotem badan zespotu kierowanego przez dr hab.
inz. Aline Kunicka-Styczynskg jest aktywnos¢ bojcza olejkéw eterycznych w stosunku do
réznych mikroorganizméw. Moim zadaniem w tym projekcie jest okreslenie cytotoksycznosci
olejku tymiankowego i lawendowego oraz cyto- i genotoksycznosci olejku gozdzikowego
z wykorzystaniem testow MTT i NRU oraz testu kometowego w stosunku do linii komorek
nabtonka macicy HelLa. Wykazatam, ze olejki lawendowy i tymiankowy charakteryzujg sie
bardzo wysokg cytotoksycznoscig juz po 3h ekspozycji, przy czym olejek tymiankowy byt
najbardziej cytotoksyczny. Olejek gozdzikowy wykazywat aktywno$¢ cyto- i genotoksyczng
juz w najnizszym badanym stezeniu. Wstepne wyniki przedstawitam w postaci rozdziatu

w ksigzce oraz posteru na konferencji krajowe;.

Rozdziat w ksigzce:

1. Nowak A., Kunicka-Styczynska A. Anti-proliferative activity of lavender and thyme oils on
Hela cell line. W: “Innovative ecological preservatives preparations with natural substances of
plant origin” Kunicka-Styczynska A., Rajkowska K. (eds.), ISBN 978-83-63929-28-2, 2014, str.
21-26. MNiSW = 5 pkt.
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Prezentacja na konferencii:
1. Siadura A., Rajkowska K., Nowak A. (2015) Cyto- i genotoksycznos¢ wybranych olejkéw
eterycznych. VI Sesja Magistrantéw i Doktorantéw t.édzkiego Srodowiska Chemikow. Wydziat
BiNoZ PL, £6dz, 11.06.2015. Materiaty str. 105.

5.8. Udzial w opracowaniu ekspertyzy dotyczacej zywnosci funkcjonalnej w ramach
projektu: Strategia rozwoju sektora spozywczego do roku 2030

W ramach projektu europejskiego ,Zywnosé i zywienie w XXI w — wizja rozwoju
polskiego sektora spozywczego” wspéifinansowanego przez Europejski Fundusz Rozwoju
Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka w latach 2007-
2013, priorytet 1 ,Badania i rozwéj nowoczesnych technologii”, jako wykonawca w zespole
prof. dr hab. Zdzistawy Libudzisz bytam wspotautorem ekspertyzy pt.: ,Zywnosé
funkcjonalna”. Celem ogolnym projektu byto wykonanie kompleksowej oceny technologicznej
dla przemystu spozywczego w Polsce oraz opracowanie strategicznej wizji jego rozwoju
I wytypowanie priorytetowych kierunkéw dla prac badawczo-rozwojowych na kilkanascie
najblizszych lat. Cele szczegdtowe obejmowalty: a) przygotowanie strategicznej wizji rozwoju
oraz programu badawczego, nakierowanego na rozwoj technologii zywnos$ci wysokiej jakosci
w Polsce; b) okredlenie $rodkéw, ktére zapewnig Sciste powigzanie nauki i przemystu
w zakresie rozwoju nowych technologii zywnosci; ¢) wniesienie wktadu w kreowanie polityki
utatwiajgcej rozwdj technologii zywnosci wysokiej jakoéci; d) integracja kluczowych
partnerow gospodarczych i badawczych zainteresowanych technologiami w zakresie
produkcji zywnosci wysokiej jakosci; e) wsparcie producentéw rolnych i firm przetworstwa
rolno-spozywczego poprzez dostarczenie im instrumentdéw dla budowy optymalnych strategii
rozwoju. Praca w realizacji projektu utwierdzita mnie w zasadnosci moich dalszych
kierunkow badawczych. Ekspertyza pt.: ,Zywno$¢ funkcjonalna” zostata opracowana
w postaci dokumentu (http://zywnoscizywienie.spoleczna.pl/) i zawiera oméwienie gtéwnych
grup sktadnikéw zywnosci funkcjonalnej, produktéw wytwarzanych z ich udziatem, wptywu
zywnosci funkcjonalnej na zdrowie cziowieka z uwzglednieniem choréb cywilizacyjnych,
procesu legislacyjnego zywnosci funkcjonalnej zgodnie z FAO/WHO oraz rynku zywnosci

funkcjonalnej na Swiecie.

5.9. Genotoksycznos¢ polioli oraz elagotanin z maliny wtasciwej Rubus idaeus L.

Od roku 2015, jako wykonawca w projekcie NCN (nr 2013/09/B/NZ9/01806) pt.:
,Badanie aktywnosci przeciwgrzybowej bakterii z rodzaju Lactobacillus w obecnosci
polifenoli i polioli” (kierownik dr hab. inz. Elzbieta Klewicka), w tescie kometowym na linii
komérek nabtonka jelitowego Caco-2 badatam genotoksycznosé polioli oraz preparatu

elagotanin z maliny wlasciwej Rubus idaeus L. niefermentowanego i fermentowanego,
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z wykorzystaniem bakterii z rodzaju Lactobacillus, z ktérych 10 szczepow zostato przeze
mnie wyizolowanych, zidentyfikowanych i zgtoszonych do GenBanku.

Wykazatam, ze genotoksycznosc polioli i elagotanin zwiekszata sie wraz ze wzrostem
ich stezenia. Elagotaniny niefermentowane  wykazywaty  kilkukrotnie  wyzszag
genotoksycznosé, niz fermentowane, w zaleznosci od szczepu. Rezultaty wstepnych badan
sg zamieszczone w postaci 1 publikacji oryginalnej, 4 prezentacji na konferencjach o zasiegu
krajowym i miedzynarodowym, 2 komunikatéw ustnych oraz 1 zgtoszenia patentowego,

ktérych jestem wspétautorem.

Publikacja oryginalna
1. Lipinska L., Klewicki R., Klewicka E., Kotodziejczyk K., Séjka M., Nowak A. (2016) The
antifungal activity of Lactobacillus sp. strains in the presence of xylitol and galactosyl xylitol.
Biomed Research International, ID 5897486. IFs e = 1,593; MNiSW = 20 pkt.

Prezentacje na konferencjach:

1. Lipinska L., Klewicka E., Klewicki R., Kolodziejczyk K., Sojka M., Nowak A. (2016) Food
protection against Alternaria brassicicola contamination using lactic acid fermentation with
polyols. Annual Conference of the Association for General and Applied Microbiology (VAAM),
Jena, Germany, 03-16.03.2016. Materiaty str. 177.

2. Lipinska L., Klewicka E., Klewicki R., Kotodziejczyk K., Sojka M., Nowak A. (2015) Fungistatic
effect of Lactobacillus sp. bacteria after lactic acid fermentation with polyols and their
galactosyl derivatives. VII International Conference of Biotechnology Students. XVII National
Academic Seminar of Biotechnology Students, Poznan, 20-22.11.2015. Materiaty str. 85.

3. Klewicka E., Sdjka M., Lipinska L., Klewicki R., Kotodziejczyk K., Nowak A. (2015)
Przeciwdrobnoustrojowa aktywnosc¢ elagotanin z maliny wiasciwej Rubus idaeus L. XLIl Sesja
Naukowa Komitetu Nauk o Zywnos$ci Polskiej Akademii Nauk ZYWNOSC — ZDROWIE —
PRZYSZLOSC. Lublin, 25-26.04.2015. Materiaty str. 188-189.

4. Lipinska L., Klewicka E., Klewicki R., Kotodziejczyk K., Séjka M., Nowak A. (2015)
Antagonistic activity of Lactobacillus sp. bacteria towards molds Geotrichum candidum in the
presence of polyols. Probiotics, a proactive approach to health. 8™ International Yakult
Symposium. Berlin, Niemcy, 23-24.04.2015. Materiaty str. 31.

Komunikaty ustne:

1. Klewicka E., Sojka M., Scieszka S., Lipinska L., Klewicki R., Kotodziejczyk K., Nowak A.
Wptyw elagotanin z maliny witasciwej (Rubus idaeus L.) na wzrost i przeciwgrzybowg
aktywnos¢ probiotycznych bakterii z rodzaju Lactobacillus. VII Sympozjum Naukowe
~Probiotyki w zywnosci”. Kiry k/Zakopanego, 20-22.04.2016. Materiaty str. 17.

2. Lipinska L., Klewicki R., Klewicka E., Kotodziejczyk K., S6jka M., Nowak A. Antagonistic
activity of lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus in the presence of xylitol and its
derivatives towards molds and yeasts. 2" Polish-Czech Probiotics Conference “Microbiology,
Immunology & Allergy”. Bielawa, 24-26.05.2015. Materiaty str. 25.

Zgtoszenie patentowe
1. Klewicka E., Klewicki R., Kotodziejczyk K., Lipinska L., Nowak A., Séjka M. ,Zastosowanie
preparatu elagotanin z maliny wiasciwej Rubus idaeus L”. Zgtoszenie patentowe nr P. 410975
z dnia 16.01.2015. MNiSW = 2 pkt.
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6. Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego

Jestem autorkg Iub wspotautorkg 34 oryginalnych prac opublikowanych
w recenzowanych czasopismach zagranicznych i krajowych (w tym 25 w czasopismach
z listy JCR), 8 publikacji przegladowych opublikowanych w jezyku polskim (w tym 3 z JCR) i
1 pracy w czasopiSmie popularno-naukowym; ponadto 10 komunikatéw naukowych
publikowanych w suplementach czasopism w postaci streszczen, 2 rozdziatéw w ksigzkach
(w jezyku angielskim), 3 skryptow do zajeé laboratoryjnych oraz 1 zgtoszenia patentowego.
Jestem réwniez autorkg lub wspoétautorkg 46 doniesien prezentowanych na konferencjach
i seminariach miedzynarodowych oraz krajowych (w tym 13 to prezentacje ustne)

zamieszczonych w materiatach konferencyjnych.
Prace publikowatam w nastepujgcych czasopismach anglojezycznych:

¢ Acta Biochimica Polonica

¢ Anaerobe

¢ Annals of Microbiology

¢ Biomed Research International

e Environmental Toxicology and Pharmacology

e European Journal of Nutrition

e Experimental and Toxicologic Pathology

¢ Food Additives and Contaminants Part A

e Food Technology and Biotechnology

e Genome Biology and Evolution

¢ International Journal of Dairy Technology

¢ International Journal of Environmental Research and Public Health
e Journal of Environmental Management

e Polish Journal of Veterinary Science

¢ Regulatory Toxicology and Pharmacology

e Research in Veterinary Science

e Toxins

¢ Veterinarni Medicina

e ZYWNOSC — Nauka, Technologia, Jako$é (artykut w j. angielskim)

PP RPRPRPRPRRPREPNRPREPNRPRPNRERPR®ER

oraz wydawanych w jezyku polskim:
e Agro Przemyst
e Postepy Mikrobiologii
e Standardy Medyczne
e ZYWNOSC - Nauka, Technologia, Jako$é

N B P
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Osiggniecie bedace podstawa ubiegania sie o uzyskanie stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk technicznych przedstawiono w publikacjach
o tacznej wartosci wspétczynnika IF = 12,883* oraz 150** pkt. MNiSW.

Pozostate osiggniecia zostaly przedstawione w publikacjach o wartosci
wspotczynnika IF = 33,18* oraz 482** pkt. MNiSW.

Sumaryczny Impact Factor wynosi 46,063*; taczna liczba punktéow z kryteriami
MNiSW wynosi 632**. Pragne podkreslié, ze méj najbardziej wartoSciowy dorobek

naukowy przypada na lata 2012-2016.

*) Impact Factor z ISI JCR w roku ukazania sie pracy lub 5-letni IF, jezeli praca zostata opublikowana w latach
2015-2016.
**) Wediug ujednoliconego wykazu czasopism punktowanych z roku ukazania sie publikacji lub punktacja

aktualna, jezeli ukazata sie w 2016 roku.

Index Hirscha:
o wedlug bazy Web of Science wynosi 4, a suma cytowan 62 (bez autocytowan);

o wedlug bazy Scopus wynosi 5, a suma cytowan 74 (bez autocytowan).

Publikacje naukowe mojego autorstwa (z pominigciem autocytowan) byty cytowane
w publikacjach zamieszczonych w nastepujgcych czasopismach lub ksigzkach: Nutrition and
Cancer, Journal of Breath Research, British Poultry Science, Journal of Clinical Pathology,
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, Journal of the Korean Society of Food
Science and Nutrition, Probiotics and Bioactive Carbohydrates in Colon Cancer Management,
Regulating Safety of Traditional and Ethnic Foods, Immunotherapy, Medycyna Weterynaryjna, Journal
of Functional Foods, Beneficial Microbes in Fermented and Functional Foods, Nutrients, Journal of
Elementology, Environonmental Toxicology and Pharmacology, PLoS ONE, Acta Oncologica, Dairy
Microbiology and Biochemistry: Recent Developments, Asian-Australasian Journal of Animal
Sciences, Food Science and Technology Research, Toxins, Journal of Animal Science, World Journal
of Microbiology and Biotechnology, Food Oligosaccharides: Production, Analysis And Bioactivity,
World Journal of Gastroenterology, International Journal of Food Properties, Phytotherapy Research,
Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, Food Research International, Pharmacological Research,
Pharmacological Research, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Livestock Science,
International Biodeterioration and Biodegradation, British Journal of Nutrition, Zywno$é — Nauka
Technologia Jakos¢, Process Biochemistry, Journal of Proteome Research, BMC Surgery, Digestive
Diseases and Sciences, Inflammatory Bowel Diseases, BioResources, World Mycotoxin Journal,
Journal of Applied Poultry Research, Metabolomics, Beneficial Microbes, International Journal of Food
Microbiology, Neurogastroenterology and Motility, Microbial Biotechnology, Molecular Systems
Biology, Journal of Environmental Health Science and Engineering, Postepy Mikrobiologii, Journal of
Microbiology and Biotechnology, Journal of Applied Pharmaceutical Science, International Food
Research Journal, Korean Journal of Microbiology, Food Oligosaccharides: Production, Analysis and

Bioactivity, Food Control, Postepy Dermatologii i Alergologii, Central-European Journal of
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Immunology, Gut Microbes, Current Colorectal Cancer Reports, Tryptophan: Dietary Sources,
Functions and Health Benefits, Meat Science, Journal of Food Quality, Anaerobe, Zhongguo
Zhongyao Zazhi.

Wykonatam recenzje 7 prac dla czasopism:

e Beneficial Microbes

¢ Journal of the Science of Food and Agriculture
e Journal of Food and Drug Analysis

e Plant Foods for Human Nutrition

o Postepy Biochemii

e SDRP Journal of Food Science & Technology

NP R R R R

W okresie zatrudnienia w PL uczestniczylam lub uczestnicze w nastepujacych
projektach badawczych (w 2 jako kierownik i w 9 jako wykonawca):

1. Projekt NCBIR w ramach Programu Badan Stosowanych nr PBS3/A8/32/2015
.Preparat synbiotyczny do profilaktyki zdrowotnej zwierzat monogastrycznych
i zapobiegania wystgpienia choréb bakteryjnych i zatru¢ pokarmowych wywotanych
toksynami oraz poprawiajgcego bezpieczenstwo zywienia i wydajno$s¢ chowu
zwierzat”. Okres realizacji 2015-2018, charakter udziatu — wykonawca.

2. Projekt GEKON NCBIR nr 2/05/267284/15/2015 ,,Opracowanie technologii produkciji
prebiotykdw z wyttokow jabtkowych jako komponentéw zywnosci i paszy dla
zwierzat”. Okres realizacji 2015-2017, charakter udziatu — wykonawca.

3. Projekt wtasny NCN nr 2013/09/B/NZ9/01806 ,Badania aktywnosci przeciwgrzybowej
bakterii z rodzaju Lactobacillus w obecnoéci polifenoli i polioli”. Okres realizacji 2014-
2017, charakter udzialu — wykonawca.

4. Projekt w ramach Programu Badan Stosowanych NCBIR nr PBS2/B8/14/2014
,innowacyjny  biopreparat dezodoryzujagcy dla  drobiarskich  pomieszczen
produkcyjnych”. Okres realizacji 2014-2017, charakter udziatu — wykonawca.

5. Projekt rozwojowy NCBIR nr 12010110 ,Innowacyjny produkt probiotyczny
0 dziataniu antyalergicznym”. Okres realizacji 2011-2014, charakter udziatu —
wykonawca.

6. Projekt wilasny MNISW/NCN nr NN 312 335339 ,Modyfikacja zespotu
mikroorganizmow jelitowych ludzi w réoznym wieku pod wptywem prebiotycznych
dekstryn (badania in vitro i in vivo na zwierzetach doswiadczalnych”. Okres realizacji
2010-2013, charakter udziatu — wykonawca.

7. Projekt wlasny MNiISW/NCN nr NN 312 203836 ,Detoksyfikacja heterocyklicznych
amin aromatycznych przez bakterie probiotyczne z rodzaju Lactobacillus”. Okres

realizacji 2009-2012, charakter udziatu — kierownik.
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8. Projekt finansowany z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-2013, priorytet 1 ,Badania
i rozwoj nowoczesnych technologii’, charakter udziatu — wykonawca.

9. Projekt wlasny KBN nr 3569/B/P01/2008/34 ,Detoksyfikacyjne i przeciwnowotworowe
wiasciwosci soku z buraka ¢wiktowego poddanego fermentacji przez probiotyczne
bakterie Lactobacillus (w modelu in vivo)”. Okres realizacji 2008-2010, charakter
udziatu — wykonawca.

10. Projekt promotorski KBN nr 2P06T 046 30 ,Rozkfad karcynogennych metabolitow
przez jelitowe bakterie z rodzaju Lactobacillus”. Okres realizacji 2006-2008, charakter
udziatu — wykonawca.

11. Projekt niskonaktadowy KBN nr 2P06T 043 27 ,Zdolnos¢ jelitowych bakterii
fermentacji mlekowej z rodzaju Lactobacillus do degradacji nitrozoamin”. Okres

realizacji 2003-2004, charakter udziatu — kierownik.

7. Wspolpraca z zagranica i staze naukowe

Realizujgc wspdlnie z Zaktadem Immunologii, Gnotobiologii i Mikrobiologii Akademii
Nauk Republiki Czeskiej w Novym Hradku projekt badawczy NCBIR nr 12010110
,<innowacyjny produkt probiotyczny o dziataniu antyalergicznym” w latach 2011-2014 moim
udziatem byto badanie genotoksycznosci wody katowej na gnotobiotycznym modelu
zwierzecym (myszy BALB/c).

Opracowatam program i przeprowadzitam szkolenie dr Sukriye Celikkol-Aydin
z Department of Microbiology and Plant Biology, University of Oklahoma Norman, OK, USA,
w ramach stazu naukowego (pod kierunkiem dr inz. Anny Otlewskiej oraz dr hab. inz. Beaty
Gutarowskiej, prof. PL), w zakresie podstaw hodowli komorek i testu cytotoksycznosci MTT
(,Cytotoksycznosc¢ substancji pochodzenia naturalnego”) (wrzesien 2014).

Ponadto odbytam dwa staze naukowe w Katedrze Genetyki Molekularnej Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t6dzkiego pod kierunkiem prof. dr hab. Janusza
Btasiaka: ,Badanie genotoksycznosci zwigzkéw metodg testu konformacyjnego plazmidu
oraz apoptozy z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej” (02.06.-17.07.2008), a takze
,Genotoksycznos$¢ zwigzkéw w wersji neutralnej testu kometowego oraz hodowle komérek”
(1-31.10.2008).

Odbytam réwniez staz naukowy w Pracowni Ochrony Radiologicznej i Badan
Izotopowych Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — PIB w Putawach, pod kierunkiem
prof. dr hab. Bogdana Kowalskiego ,Oznaczanie N-nitrozodimetylaminy metodg GC-TEA”
(maj 2005).
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8. Wspétpraca z przemystem

Moja wspotpraca z przemystem koncentrowata sie gtownie na badaniu wartosci
uzytkowej mikroorganizmoéw do produkcji probiotykow i prebiotykow, czy tez biopreparatu do
dezodoryzacji pomieszczen inwentarskich.

Od roku 2016 uczestnicze w projekcie NCBIiR Gekon (nr 2/05/267284/15/2015) pt.:
,2Opracowanie technologii produkcji prebiotykow z wyttokow jabtkowych jako komponentow
zywnosci i paszy dla zwierzat’” (kierownik dr inz. Agnieszka Wilkowska) w ramach
wspotpracy z firmg Maspex, ktérego celem jest opracowanie prebiotycznego preparatu
z wyttokéw jabtkowych przeznaczonego jako dodatek do zywnosci oraz pasz. Jako
wykonawca badam zdolnos¢ mikroorganizméw pochodzacych zréznych $rodowisk, do
adherenciji do linii komorkowej Caco-2 w obecnosci preparatéw z wyttokdw jabtkowych.

Réwniez w roku 2016 podjetam wspotprace z firmg Proteon Pharmaceuticals S.A.
z siedzibg w todzi, w ramach ktérej uczestnicze w doborze szczepdw probiotycznych do
konstrukcji preparatu bakteriofagowo-probiotycznego zapewniajgcego bezpieczenstwo
mikrobiologiczne w hodowli drobiu.

W ramach projektu rozwojowego NCBIR (nr PBS2/B8/14/2014) ,Innowacyjny
biopreparat dezodoryzujgcy dla drobiarskich pomieszczeh produkcyjnych” (kierownik dr hab.
inz. Beata Gutarowska, prof. PL) wspotpracuje z firmg JHJ Sp. z 0.0. w Nowej WSsi przy
konstrukcji biopreparatu do usuwania toksycznych zwigzkéw odorowych z pomiotu

drobiowego.

9. Dziatalnos¢ dydaktyczna

Od roku 2002 prowadze zajecia laboratoryjne oraz wyktady dla studentéw Wydziatu
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci (BiNoZ), a takze przedmioty w jezyku angielskim
(laboratoria) dla studentéw kierunku Biotechnology International Faculty of Engineering (IFE,
Centrum Ksztatcenia Miedzynarodowego) Politechniki todzkiej.

Kurs pedagogiczny teoretyczny (z zakresu psychologii, pedagogiki i dydaktyki) oraz
praktyki pedagogiczne w szkole podstawowej i Sredniej, ktore odbytam w toku studiow
magisterskich na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu todzkiego,
umozliwity mi podniesienie kompetencji oraz zdobycie umiejetnosci w celu lepszej realizaciji
procesu dydaktycznego.

Opracowatam nowe programy nauczania dla nastepujgcych przedmiotow:

e Mikrobiologia srodowiska — przedmiot obligatoryjny dla studentéw studiow
stacjonarnych | stopnia kierunku Biotechnologia $rodowiska Wydziatu Biotechnologii

i Nauk o Zywnosci, 30 godzin wyktadéw i 30 godzin zajec¢ laboratoryjnych,
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e Adhesion Ability of Probiotic Bacteria — przedmiot fakultatywny dla studentow studiow
stacjonarnych Il stopnia kierunku Biotechnology International Faculty of Engineering,
10 godzin wyktadow, 20 godzin zaje¢ laboratoryjnych,

o Adhesion Ability of Probiotic Bacteria — przedmiot fakultatywny dla studentéw studiow
stacjonarnych Il stopnia kierunku Biotechnology International Faculty of Engineering,
15 godzin zaje¢ laboratoryjnych,

o Biofilmy bakterii mlekowych — przedmiot fakultatywny dla studentow studiéw
stacjonarnych | stopnia kierunku Biotechnologia, Technologia zywnosci i zywienie

cztowieka oraz Technologia kosmetykéw, 15 godzin zaje¢ laboratoryjnych.

Prowadze Iub prowadzitam zajecia dydaktyczne dla studentow wydziatéw:
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Chemicznego, Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska, miedzywydzialowego Kolegium Towaroznawstwa Pt, Biotechnology
International Faculty of Engineering z przedmiotéw: Mikrobiologia ogdlna, Mikrobiologia
przemystowa, Mikrobiologia $rodowiska, Mikrobiologia zywnosci, Podstawy mikrobiologii,
Biologia komorki, Biologia komorki (fakultet), Inzynieria komérki (fakultet), Zywnosé
fermentowana (fakultet), Laboratorium prac przejsciowych, Cell Biology, Microbiology,
Technical Microbiology. Szczegétowy opis realizowanego procesu dydaktycznego
przedstawitam w Zataczniku 4.

W ramach Studiéw Podyplomowych ,Mikrobiologia, Higiena i Jakosé w Przemysle”
organizowanych przez Wydziat BiNoZ w latach 2010-2014 prowadzitam wyktad pt.:

»Zanieczyszczenia chemiczne i mikrobiologiczne zywnosci — skutki zdrowotne”.

Jestem wspotautorkg 3 skryptow:

¢ Nowak A., Gutarowska B., Skéra J. (2016) ,Mikrobiologia srodowiska — laboratorium.
Zbior instrukcji” (ISBN 978-83-63929-76-3) dla studentéow studiéw stacjonarnych
| stopnia kierunku Biotechnologia srodowiska, Wydziat Biotechnologii i Nauk
0 Zywnosci, 68 stron,

e Kunicka-Styczynska A., Rajkowska K., Nowak A. (2015) ,Biologia komorki fakultet —
laboratorium. Zbidr instrukcji” (ISBN 978-83-63929-44-2) dla studentéw studidéw
stacjonarnych | stopnia kierunku Inzynieria biochemiczna, Wydziat Inzynierii
Procesowej i Ochrony Srodowiska, 55 stron,

e Kunicka-Styczynska A., Nowak A. (2015) ,Inzynieria komorki. Przewodnik do
¢wiczen laboratoryjnych dla studentéw Biotechnologii” (ISBN 978-83-63929-68-8) dla
studentow studiow stacjonarnych | stopnia kierunku Biotechnologia, Wydziat

Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, 30 stron.
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Moja praca dydaktyczna jest wysoko oceniana przez studentow. Wedtug ankiety
dydaktycznej przeprowadzonej w roku akademickim 2009/2010 oraz 2011/2012
uwzgledniajgcej 14 zdefiniowanych kryteriow, zaréwno prowadzone przeze mnie zajecia
z mikrobiologii ogdlnej, jak i z mikrobiologii zywnos$ci zostaty ocenione przez studentéw na
ocene 4,3 (Srednia ocena Wydziatu wynosita 3,9 w roku akademickim 2009/2010 oraz 4,2
w roku akademickim 2011/2012).

Od roku akademickiego 2013/2014 jestem opiekunem kierunku Biotechnologia
(studia stacjonarne | stopnia).

Bytam opiekunem 21 prac dyplomowych (15 inzynierskich, 6 magisterskich)
studentéw Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci (kierunkéw Biotechnologia i Ochrona
srodowiska), International Faculty of Engineering (IFE, Centrum Ksztalcenia
Miedzynarodowego, kierunku Biotechnology) oraz 1 pracy koncowej na Studiach
Podyplomowych ,Mikrobiologia, Higiena i Jakos¢ w Przemysle”.

W latach 2008-2013 za osiggniecia w dziatalnosci dydaktyczno-wychowawczej,
a w latach 2014-2015 w dziatalnosci dydaktyczno-wychowawczej i naukowej otrzymatam
nagrody JM Rektora Politechniki t.édzkiej.

W roku 2009 i 2010 otrzymatam wyrdznienie — dyplom za najlepszg prace
przeglagdowg z zakresu nauk o zywnosci pt.: ,Karcynogeny w przewodzie pokarmowym
czlowieka” oraz ,Probiotyki — efekty zdrowotne” w czasopi$mie ZYWNOSC - Nauka,
Technologia, Jako$é Polskiego Towarzystwa Technologdw Zywnosci, ktorych bytam

pierwszym autorem (korespondencyjnym).

10. Dziatalnos$¢ organizacyjna, dziatalnos¢ popularyzujaca nauke

W roku 2003 bratam udziat w organizacji krajowej konferencji naukowej pt.: ,Bakterie
kwasu mlekowego — klasyfikacja, metabolizm, genetyka, wykorzystanie”. W roku 2014 i 2016
bytam w Komitecie Organizacyjnym konferencji miedzynarodowych pt.: ,XVI International
Biodeterioration and Biodegradation Symposium” oraz “International Conference of
Biodeterioration & Protection of Cultural Heritage”. Bratam réwniez czynny udziat
w organizacji obchodow 65-lecia Politechniki todzkiej.

Bratam udziat w akcjach promujgcych Politechnike t6dzka dla dzieci i mtodziezy
(zajecia laboratoryjne i pokazy), w prezentacjach laboratoriow dla delegacji zagranicznych
z Wtoch, Niemiec i Francji na Wydziale BiNoZ, promowatam takze Wydziat BiNoZ w akcjach
,Drzwi zawsze otwarte” (trzykrotnie). W 2012 roku w ramach promocji Wydziatu
zorganizowatam zajecia laboratoryjne pt.: ,Microorganisms around us” dla dzieci ze szkoty
British International School of Cracow Spétka z 0.0. w jezyku angielskim. Bratam rowniez
udziat w organizacji nagrania krotkiego spotu reklamowego o Wydziale (przygotowanie

laboratoriow i oprowadzanie ekipy realizatorskiej).
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W roku 2009 i 2012 uczestniczytam w organizacji egzaminéw wstepnych na
Politechnike t6dzkg oraz prowadzitam nadzér nad sprawdzianem uzdolnien plastycznych na
Wydziale Technologii Materiatowych i Wzornictwa Tekstyliow PL.

W Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii bytam pomystodawca
i organizatorem stanowiska laboratoryjnego do hodowli linii komérkowych. Odpowiadatam za
zdobywanie funduszy na sprzet, skompletowanie aparatury, uczestniczytam
w konstruowaniu specyfikacji oraz bytam czionkiem komisji przetargowych dotyczgcych
wyposazenia ww. stanowiska. Dzieki temu wprowadzitam do ITFiM metody badawcze
dotyczace genotoksycznosci i cytotoksycznosci réznych substancji na liniach komdrkowych
zaréwno pochodzenia ludzkiego, jak i zwierzecego, a takze badania zdolnosci adhezyjnych
mikroorganizméw do linii komérkowych, réwniez z zastosowaniem metod mikroskopowych
(barwienie komérek). Organizacja stanowiska pozwala na zakup i przechowywanie linii
komérkowych (wtasna kolekcja). Stanowisko pracy z liniami komérkowymi w ITFiM stwarza
mozliwo$¢ wspodtpracy nie tylko w obrebie Instytutu i Wydziatu, ale takze z innymi
jednostkami naukowymi (np. badanie genotoksycznosci wody jelitowej Swin we wspétpracy
z Katedrg Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie, czy tez genotoksycznosci wody katowej dzieci z wypryskiem atopowym na tle
alergii na biatka mleka krowiego we wspoéipracy z Instytutem ,Pomnik-Centrum Zdrowia
Dziecka” w Warszawie).

Bytam réwniez wspétodpowiedzialna za koordynacje prac remontowo-budowlanych
oraz aranzacje i wyposazenie laboratorium ProBioTest w Instytucie Technologii Fermentacji
i Mikrobiologii PL.

W 2014 roku wspotpracowatam w komisji dotyczacej tworzenia wydziatowej strony
internetowej, natomiast od roku 2015 wspétpracuje w komisji dotyczacej tworzenia strony

internetowej promujgcej Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii.
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