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Zatgcznik nr 2/1
do Zarzadzenia Rektora PG nr /2022 z kwietnia 2022 r.

OSWIADCZENIE

Autor rozprawy doktorskiej: Zuzanna Koziara

Ja, nizej podpisany(a), oswiadczam, iz jestem swiadomy(a), ze zgodnie z przepisem art.
27 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych
(tj. Dz.U. z 2021 poz. 1062), uczelnia moze korzysta¢ z mojej rozprawy doktorskiej
zatytutowanej:

,,Ocena wplywu pokarmowych kwasOw nukleinowych i ich komponentow na
replikacyjng 1 naprawczg synteze DNA w modelach komdrek ludzkiego uktadu
pokarmowego”

do prowadzenia badan naukowych lub w celach dydaktycznych.!

Swiadomy(a) odpowiedzialnosci karnej z tytutu naruszenia przepiséw ustawy z dnia
4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych i konsekwenciji
dyscyplinarnych okreslonych w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U.2021.478 tj.), a takze odpowiedzialnosci cywilno-prawnej os$wiadczam, ze
przedktadana rozprawa doktorska zostata napisana przeze mnie samodzielnie.

Oswiadczam, ze tres¢ rozprawy opracowana zostata na podstawie wynikow badan
prowadzonych pod kierunkiem i w $cistej wspotpracy z promotorem prof. dr hab. inz.
Agnieszkg Bartoszek-Pgczkowska

Niniejsza rozprawa doktorska nie byta wczesniej podstawg Zadnej innej urzedowej
procedury zwigzanej z nadaniem stopnia doktora.

Wszystkie informacje umieszczone w ww. rozprawie uzyskane ze zrodet pisanych
i elektronicznych, zostaty udokumentowane w wykazie literatury odpowiednimi
odnos$nikami, zgodnie z przepisem art. 34 ustawy o prawie autorskim i prawach
pokrewnych.

Potwierdzam zgodnos$¢ niniejszej wersji pracy doktorskiej z zatgczong wersjg
elektroniczna.

GAansk, dNia ..o,

podpis doktoranta

Ja, nizej podpisany(a), wyrazam zgode/rie—wrazam—zgedy* na umieszczenie ww.
rozprawy doktorskiej w wersji elektronicznej w otwartym, cyfrowym repozytorium
instytucjonalnym Politechniki Gdanskiej.

GAANSK, NI oo s

podpis doktoranta

*niepotrzebne usungé

1 Art. 27. 1. Instytucje o$wiatowe oraz podmioty, o ktérych mowa w art. 7 ust. 1 pkt 1, 2 i 4-8 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, mogg na potrzeby zilustrowania tresci przekazywanych w celach
dydaktycznych lub w celu prowadzenia dziatalnosci naukowej korzysta¢ z rozpowszechnionych utworéw w oryginale
i w ttumaczeniu oraz zwielokrotnia¢ w tym celu rozpowszechnione drobne utwory lub fragmenty wiekszych utworéw.

2. W przypadku publicznego udostepniania utworéw w taki sposob, aby kazdy mégt mie¢ do nich dostep w miejscu
i czasie przez siebie wybranym korzystanie, o ktérym mowa w ust. 1, jest dozwolone wytgcznie dla ograniczonego
kregu oso6b uczacych sie, nauczajgcych lub prowadzacych badania naukowe, zidentyfikowanych przez podmioty
wymienione w ust. 1.
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Serdeczne podzigkowania skfadam Pani Promotor mojej pracy,
prof. Agnieszce Bartoszek, ktora dzigki swojej wiedzy i determinacji w zgfebianiu
niezbadanych obszaréw nauki umozliwiza mi ukosiczenie tej trudnej,

lecz niezwykle rozwijajgcej i satysfakcjonujgcej drogi.

Szczeg6lne podziekowania kieruje do Moniki Kuczyrskiej oraz Patrycji Jakubek,
ktdre dzielify sie ze mng swojg wiedzg i doswiadczeniem,
a takze towarzyszyly we wszystkich wzlotach i upadkach nie pozwalajgc,

abym poddafa si¢ w chwilach zwgtpienia.

Chciafabym réwniez podziekowaé Klaudii Suliborskiej, Karolowi Parchemowi,
Annie Koscielak oraz Marice Mroz za niezwykég atmosfere i wsparcie, jakie przez te

wszystkie lata otrzymywaZam.

A przede wszystkim dzigkuje moim Rodzicom, ze nigdy we mnie nie zwgtpili.
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STRESZCZENIE ROZPRAWY W JEZY KU POLSKIM

Kwasy nukleinowe, do ktorych naleza DNA i RNA, s3 podstawowymi
elementami kazdej komorki niezbednymi do prawidtowego funkcjonowania organizmu.
Pomimo, ze czasteczki te stanowig rowniez nieodtgczne skiadniki produktow
zywnosciowych spozywanych przez cziowieka, to badania na temat ich zawartosci
W zywnosci oraz wartosci odzywczej sa ograniczone.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej pokazaty istotne roznice
w ilosci, wielkosci i rozmieszczeniu jagder komdrkowych, a takze stopniu fragmentacji
DNA w produktach zywnosciowych. Wyizolowane z badanych produktow kwasy
nukleinowe oraz pojedyncze nukleozydy miaty wptyw na pobudzenie wzrostu komérek
ludzkiego uktadu pokarmowego w obecnosci inhibitora syntezy replikacyjnej DNA,
czego nie zaobserwowano w warunkach niezaburzonego procesu syntezy. Dodatek
badanych zwigzkéw nie wptynat na zmniejszenie fragmentacji DNA komdrek HT29
wywotanej H.O> w obecnosci kofeiny. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze komorki
uktadu pokarmowego sg w stanie korzysta¢ z egzogennych, pochodzacych z zywnosci
kwasOw nukleinowych oraz ich prekursoréw, tym samym wskazujac na celowosé

uznania ich za odzywczy sktadnik zywnosci.
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STRESZCZENIE ROZPRAWY W JEZY KU ANGIELSKIM

Nucleic acids, which embrace DNA and RNA, are the basic components of
every cell necessary for the proper functioning of the body. Although they are also
inseparable molecules found in food products consumed by humans, research on their
content and nutritional value is limited.

The results obtained in this doctoral dissertation revealed significant differences
in the number, size and arrangement of cell nuclei, as well as the degree of DNA
fragmentation in food products. Nucleic acids isolated from the tested food products and
isolated nucleosides showed the stimulatory effect on the growth of human digestive
system cells in the presence of a DNA replication synthesis inhibitor, which was not
observed in the conditions of the undisturbed DNA synthesis. In HT29 cells, the
addition of the tested compounds did not decrease DNA fragmentation induced by H20>
addition in the presence of caffeine. The obtained results confirmed that the cells of the
digestive system are able to utilize exogenous food-derived nucleic acids and their

precursors, thereby the appropriateness of considering them as nutrients.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

3H-TdR
5-FU

A

ATM
ATP
ATR
BrUrd

cfDNA
CoA
CTAB
dA

dc

dG
DMSO
DNA
dsRNA
EFSA
FAD

hCNTs
hENTSs
HU

IAP
IUGR
miRNA
mTORC1
MTT
NAD+*
NCRNA

3H-tymidyna

5-fluorouracyl

adenozyna

kinaza ataxia telangiectasia mutated
adenozyno-5’-trifosforan

Kinaza ataxia telangiectasia and Rad3-related protein
5-bromourydyna

cytydyna

wolne, pozakomorkowe czasteczki DNA (cell-free DNA)
koenzym A

bromek heksadecylotrimetyloamoniowy
2’-deoksyadenozyna

2’-deoksycytydyna

2’-deoksyguanozyna

dimetylosulfotlenek

kwas deoksyrybonukleinowy

dwuniciowe czasteczki RNA (double stranded RNA)
European Food Safety Authority

dinukleotyd flawinoadeninowy, forma utleniona
guanozyna

human Concentrative Nucleoside Transporters

human Equilibrative Nucleoside Transporters
hydroksymocznik

jelitowa fosfataza alkaliczna (intestinal alkaline phosphatase)
intrauterine growth restriction

mikroRNA

mechanistic target of rapamycin complex 1

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, forma utleniona

niekodujace czasteczki RNA (non-coding RNA)
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NER

NK
PCR
RNA
RNR
SDS
SIDT1
SNAs

TMP
TLR9

uDS

naprawa DNA poprzez wyciecie nukleotydu (nucleotide excision
repair)

natural killer (komérki uktadu odpornosciowego)

reakcja tancuchdéwa polimerazy (polymerase chain reaction)
kwas rybonukleinowy

reduktaza rybonukleotydowa

siarczan dodecylu sodu

systemic RNA interference defective protein 1

sferyczne kwasy nukleinowe (spherical nucleic acids)
tymidyna

tymidyno-5’-monofosforan

Toll like receptor 9

urydyna

unscheduled DNA synthesis
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1. WSTEP

1.1. Ogolna charakterystyka kwaséw nukleinowych
1.1.1. Budowa kwasoéw nukleinowych

Podstawowa jednostkg strukturalng kwaséw nukleinowych sa nukleotydy.
Skfadajg si¢ one z heterocyklicznej zasady azotowej, cukru pentozy oraz grupy
fosforanowej (rys. 1.). Zaleznie od rodzaju reszty cukrowej wyrdznia sie kwas
rybonukleinowy — RNA, ktdry posiada w swojej strukturze cukier ryboz¢ oraz kwas
deoksyrybonukleinowy — DNA, zawierajacy 2-deoksyryboze. Do zasad azotowych
naleza puryny: adenina i guanina, ktore tacza si¢ z reszta cukrowa wigzaniem N-
glikozydowym pomiedzy atomami N-9 puryny i C-1’ pentozy oraz pirymidyny:
cytozyna, tymina (wystgpujaca tylko w DNA) i uracyl (wystepujacy tylko w RNA),
taczace si¢ z resztg cukrowg wigzaniem N-glikozydowym pomiedzy atomem N-1
pirymidyny i C-1" pentozy. Czasteczka sktadajaca si¢ z zasady azotowej oraz
zZwigzanej z nig reszty cukrowej nazywana jest nukleozydem. Kazdy nukleozyd
tworzy nukleotyd taczac sie wigzaniem estrowym poprzez C-5’-OH pentozy z jedna
grupg fosforanows. W ftancuchu polinukleotydowym pojedyncze nukleotydy
potaczone sa ze soba wigzaniem 3’-5° fosfodiestrowym, a tancuch umownie
zorientowany jest od konca 5’, posiadajacego wolng grupe fosforanowa, w kierunku

konca 3°, z wolna grupa hydroksylows (Blakley, 1998).

N
@)
grupa Ho \\ N / \ NH.,
fosforanowa ~F
-0” O
- \ —
0
N N
— \%
ryboza )
( Zntoza) adenina
P HO OH (zasada azotowa)

Rys 1. Podstawowe jednostki budujace nukleotyd na przyktadzie adenozyno-5’-monofosforanu.

DNA charakteryzuje sie uporzadkowang, trojwymiarowg strukturg, ktdra

determinowana jest przez stereochemie tancucha polinukleotydowego, wysoki
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tadunek ujemny wynikajacy z wystepowania powtarzajacych sie grup
fosforanowych oraz wigzania wodorowe migdzy zasadami azotowymi. Ostatnie
badania dotyczace struktury DNA wskazuja ponadto na istotnos¢ oddziatywan
hydrofobowych we wnetrzu podwdjnej helisy, ktére odgrywaja gtdwna role
w stabilizacji jej struktury w srodowisku wodnym (Feng i in., 2019). Wigzania
wodorowe tworza si¢ pomiedzy adening i tyming (dwa wigzania) oraz guaning
i cytozyng (trzy wigzania) dwoch antyrownolegtych nici. Wigzania wodorowe
i oddziatywania hydrofobowe prowadzg do utworzenia podwojnej helisy, w ktorej
plaszczyzny par zasad sa prostopadte do osi helisy, a odlegto$¢ pomigdzy sasiednimi
parami wzdtuz osi wynosi 3,4 A (0,34 nm). Skok helisy to 10 kolejnych par zasad
(lub 34 A), a na powierzchni jej struktury wyrdzni¢ mozna tzw. maty i duzy rowek.
Wiele biatek oddziatuje z DNA, a wigkszos¢ interakcji wystepuje pomiedzy
grupami fosforanowymi skierowanymi na zewnatrz helisy oraz zasadami
azotowymi znajdujagcymi si¢ w duzym rowku ze wzgledu na ich wigksza
dostepnos¢. Opisana powyzej struktura DNA okreslana jest jako forma B i uwazana
za podstawowg, najpowszechniej wystepujaca forme tego kwasu nukleinowego.
Poza nig wyrdzni¢ mozna takze forme A, ktora wystepuje w warunkach nizszej
zawartosci wody i cechuje sie liczbg 11 par zasad przypadajacych na skok helisy.
Forma Z natomiast jest lewoskretna (w przeciwienstwie do prawoskretnej helisy
B-DNA i A-DNA) i charakteryzuje si¢ wystgpowaniem 12 par zasad na skok helisy.
Lancuchy polinukleotydowe DNA moga rowniez tworzy¢ bardziej ztozone struktury
troj- i czteroniciowe (Zubay, 1998a).

DNA znajdujacy sie w jadrze komorki eukariotycznej zorganizowany jest
w chromosomy, w ktorych wystepuje w s$cisle upakowanej formie zwanej
chromatyng. Stanowi ona kompleks nici kwasu nukleinowego z biatkami
histonowymi. Fragment obejmujacy 147 par zasad owinigtych na czterech rodzajach
biatek histonowych (po dwa biatka z kazdego rodzaju — H2a, H2b, H3, H4) tworzy
oktamer stanowiacy rdzen nukleosomu, ktory od kolejnego nukleosomu oddzielony
jest 10-90 parami zasad i dodatkowymi biatkami histonowymi (histony H1 i/lub
H5). Organizacja genomowego DNA w strukture chromatyny odgrywa kluczows

role w regulacji transkrypcji genéw i w innych procesach biologicznych z udziatem

15
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DNA, takich jak replikacja, naprawa i rekombinacja kwasu
deoksyrybonukleinowego (Zubay, 1998a; Li i Zhu, 2015).

Za regulacje ekspresji gendéw odpowiedzialne sg roéwniez mechanizmy
epigenetyczne, ktére nie ingeruja w sekwencje nukleotydowa zapisang w DNA.
Obejmuja one metylacje zasad azotowych w tancuchu polinukleotydowym oraz
modyfikacje biatek histonowych. Metylacja DNA to bezposrednia, chemiczna
modyfikacja zasady azotowej, polegajaca na kowalencyjnym przylaczeniu grupy
metylowej —CHs do wegla C-5 cytozyny. Reakcja ta katalizowana jest przez klase
enzymow znanych jako metylotransferazy DNA. Modyfikacja histonébw moze
natomiast odbywac si¢ poprzez acetylacje, metylacje, ubikwitynacje lub fosforylacje
reszt aminokwasowych, gtoéwnie lizyny. Zmiany te sa odwracalne i prowadza do

wyciszenia lub aktywacji regulowanych genéw (Sweatt i in., 2013).
1.1.2. Budowa i rodzaje RNA

Do trzech podstawowych, a doktadnie najwczesniej poznanych rodzajéw RNA
naleza:

*  mRNA (messenger RNA - RNA informacyjny),

* rRNA (ribosomal RNA — RNA rybosomalny),

* tRNA (transfer RNA — RNA transportujacy).
Kazdy z nich odgrywa istotng role w syntezie biatek. Powstajacy na matrycy DNA
w wyniku procesu transkrypcji mRNA niesie informacje o sekwencji aminokwasow
w syntetyzowanym biatku. Za przytgczanie aminokwasow zgodnie z kolejnoscia
zapisana na mRNA odpowiedzialny jest tRNA. Ze wzgledu na swoja funkcje, tRNA
posiada dwie charakterystyczne trojnukleotydowe sekwencje: miejsce wigzania
aminokwasu, ktory przytaczany jest do konca 3’ fancucha kwasu rybonukleinowego
oraz antykodon, czyli sekwencje komplementarng do specyficznego, sktadajacego
si¢ z trzech par zasad kodonu, znajdujacego si¢ na nici mRNA. Natomiast rRNA
wystepuje w kompleksie z biatkami tworzac rybosom, ktéry jest miejscem spotkania
MRNA oraz tRNA w procesie biosyntezy biatek (Zubay, 1998b). Pomimo, ze RNA
jest czasteczka jednoniciowa, moze tworzy¢ struktury drugo- i trzeciorzedowe.
Krétkie odcinki dwuniciowe i helisy umozliwiaja utworzenie roznego rodzaju petli.

Wynikajg one z oddziatywan pomig¢dzy komplementarnymi parami zasad
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w tancuchu i moga sie tworzy¢ w obrebie jednej nici lub miedzy dwoma réznymi
czasteczkami RNA. Na trzeciorzedows strukture kwasu rybonukleinowego maja
wptyw takie czynniki jak wystgpowanie odcinkéw dwuniciowych, wigzania
wodorowe pomigdzy zasadami azotowymi i regionami szkieletowymi tancucha,
a takze interakcje z jonami i innymi czasteczkami takimi jak np. biatka (Brooker,
2005).

Oprocz opisanych czasteczek kwasoéw rybonukleinowych bezposrednio
zwigzanych z synteza biatek, poza tRNA oraz rRNA wyrozni¢ mozna wiele tzw.
niekodujacych RNA. Ponizej wspomniane sa najlepiej poznane z nich. Maty
jadrowy RNA, czyli snRNA, zaangazowany jest w proces splicingu mRNA, czyli
potranskrypcyjnego wycinania intronéw i tgczenia egzonéw w celu utworzenia
dojrzatego mRNA, bedacego matryca do syntezy biatek podczas translacji.
Wszystkie opisane rodzaje kwasu rybonukleinowego sa niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania komdrki. Znaczna cz¢$¢ z nich moze takze zawiera¢ rozne
modyfikacje chemiczne, za ktérych wprowadzanie odpowiedzialne sg mate
jaderkowe RNA, czyli snoRNA. Do aktywnie badanych obecnie, matych czasteczek
RNA o dtugosci do 200 nukleotyddw, ktore petnig funkcje regulatorowe, naleza
takze miRNA (mikro RNA), piRNA (piwi RNA) oraz siRNA (maty interferujacy
RNA). Pierwsze z nich, czyli miRNA, bezposrednio oddziatuja z czesciowo lub
w petni komplementarnymi do nich regionami mRNA hamujac ich wykorzystanie
w biosyntezie biatek. Czasteczki te odgrywaja istotng role podczas réznicowania
I rozwoju oraz zaangazowane sa W utrzymanie homeostazy komorkowej. Ponadto
ostatnie badania sugeruja, ze miRNA moga by¢ powigzane z rozwojem wielu
choréb, w tym réznych rodzajow nowotworow. W przeciwienstwie do miRNA,
piRNA u ssakow odgrywaja role gtownie w rozwoju zarodkowym, gdzie reguluja
ekspresje regionéw repetytywnych i ulegajacych transpozycji w celu zapewnienia
stabilnosci genomu. Z kolei siRNA przyczyniaja si¢ do utrzymania stabilnosci
genomowej w zenskich liniach zarodkowych. Ostatnie badania wskazujg, ze
podczas gdy ok. 2/3 genomu ssakow jest aktywnie transkrybowane, tylko ok. 1,9%
koduje biatka. Znaczna czes¢ tej aktywnosci transkrypcyjnej reprezentowana jest

przez inng klase regulatorowych, niekodujacych czasteczek RNA — IncRNA (dtugie

17


http://mostwiedzy.pl

AN\ MOST

niekodujace RNA). Charakteryzuja si¢ one dtugoscig co najmniej 200 nukleotydow,
czesto posiadajg ogony poli-A i moga ulega¢ procesowi splicingu, podobnie jak
MRNA. Chociaz funkcja wielu z IncRNA nie jest jeszcze poznana, wykazano, ze
moga one odgrywac kluczowa rol¢ w wielu procesach biologicznych takich jak
kontrola epigenetyczna ekspresji gendw, regulacja specyficzna dla promotora,
inaktywacja chromosomu X czy utrzymywanie architektury jadra (Hombach
i Kretz, 2016).

1.2. Kwasy nukleinowe jako skladniki zywnosci
1.2.1. Zawarto$¢ kwasoéw nukleinowych w produktach zywnosciowych

Kwasy nukleinowe sg podstawowymi sktadnikami organizméw zywych
i w zwigzku z tym wystepuja rowniez w produktach zywnosciowych. Pomimo statej
obecnosci w diecie, ich rola odzywcza i potencjalny wptyw na kondycje
konsumenta sa przedmiotem nieporéwnanie mniejszej liczby badan niz w przypadku
biatek, sacharydow czy lipidéw. Na podstawie dostepnej literatury naukowej mozna
stwierdzi¢, ze wigkszos¢ produktow spozywanych w postaci natywnej, jak i po
przetworzeniu, jest zrodtem kwaséw nukleinowych i/lub ich sktadnikow w diecie
cztowieka. Czasteczki te wystepuja w zywnosci gtownie w formie zwigzanej
z biatkami jako nukleoproteiny (Zhang i in., 2016b) lub sg zamkniete
w pecherzykach btonowych zwanych egzosomami (miRNA w mleku) (Jakubek i in.,
2020). Jakos¢ i ilos¢ kwasow nukleinowych w produktach zywnosciowych zalezy
od rodzaju tkanki, tempa wzrostu i stadium rozwoju organizmu z ktorego dany
produkt zostat pozyskany, jego pochodzenia, gestosci komorek, a takze obrébki
kulinarnej. Przyjmuje si¢, ze tkanki zwierzgce zawieraja wigcej kwasow
nukleinowych niz tkanki roslinne. Bogatym zrodtem tych czasteczek sg rowniez
drozdze i grzyby, ktére charakteryzujg si¢ szybkim wzrostem, oraz produkty
fermentacji zawierajace kwasy nukleinowe pochodzenia bakteryjnego
I drozdzowego (Jonas i in., 2001; Bauer i in., 2003; Rizzi i in., 2012; Cieslewicz
i in., 2021). Zawarto$¢ RNA w tkankach moze by¢ nawet kilkukrotnie wyzsza niz
zawartos¢ DNA, a informacja o stosunku DNA/RNA jest wykorzystywana m.in. do

okreslania dobrostanu ryb i owocéw morza (Yeung i Leung, 2013; Bhat i in., 2020).
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Istnieja znaczne rozbieznosci w danych literaturowych dotyczacych zawartosci

kwasow nukleinowych w zywnosci. Najczesciej cytowanymi opracowaniami na ten

temat sg prace Herbela i Montaga (1987) oraz Lassek i Montaga (1990). Nalezy

jednak podkresli¢, ze artykuty te zostaty opublikowane w ubiegtym wieku w jezyku

niemieckim (Herbel i Montag, 1987; Lassek i Montag, 1990). Autorzy wykorzystali

hydrolize kwasowa i chromatografi¢ kationowymienna do okreslenia zawartosci

poszczegblnych zasad azotowych oraz obliczenia na tej podstawie ilosci DNA

i RNA w roznych produktach zywnosciowych. Doniesienia te wskazuja, ze kwasy

nukleinowe moga stanowi¢ kilka procent suchej masy produktu zywnosciowego,

w zaleznosci od jego rodzaju (tab. 1).

Tabela 1. Zawartos¢ kwasoéw nukleinowych w wybranych produktach zywnosciowych wyrazona

w g/kg suchej masy produktu (Herbel i Montag, 1987; Lassek i Montag, 1990)

Grupa produktow Produkt 9 llljg,]\l ?m] 9 /EgNs’.Am.]
Watroba cieleca, wotowa, wieprzowa 22,1-32,1 |14,8-195
Serce wotowe, wieprzowe 6,1-94 53-6,9
Nerka wotowa, wieprzowa 135-155 |16,1-17,6
Sledziona wotowa, wieprzowa 179-217 |32,6-404
Ptuca wotowe, wieprzowe 155-17,3 |32,2-39,7
Migso, podroby .
i produkty miesne | CGrasica cieleca 32,0 148,5

Pasztetowa 2,3-9,0 1,8-4,3
Salceson 1,0-3,1 1,1-3,6
Migso wieprzowe surowe 3,6 2,7
Migso wieprzowe gotowane 2,9 1,6
Migso wieprzowe smazone 3,0 2,4
Tunczyk 1,7 0,8
gll;er;irgf;edgzrsczzgnlaka, karmazyna, 25-47 03-16
Biaty halibut 4,7 0,5
Wedzony pstrag teczowy 4,7 1,0

Ryby i owoce morza Wedzona makrela 1,2 0,6
Anchois 2,0 0,8
Ikra $ledzia 15,3 0,6
Szprot wedzony 2,2 1,7
Malze 10,8 9,2
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Grupa produktow Produkt 9 /Eglg\l ém] 9 /EgNS'.A‘ m]

Zyto 1,3 0,7

Pszenica 11 0,6

Soczewica 3,9 0,8

Biata fasola 3,4 18

Roélin_y strq.czkowe Fasola mung 6,3 25
i zboza

Groszek 4,7 1,6

Ciecierzyca 2,7 1,7

Kukurydza konserwowa 4,1 1,1

Proso biate 15 0,7

Brokuty mrozone 20,6 51

Brukselka mrozona 9,9 1,3

Kapusta pekinska 14,6 2,0

Jarmuz mrozony 8,4 1,8

Warzywa Kalafior 14,5 2,8

kapustowate i inne,

owoce Szpinak mrozony 14,0 2,6

Natka pietruszki 8,1 2,7

Ziemniaki 1,4 1,0

Cebula 2,6 0,7

Awokado 15 0,6

Drozdze piekarskie 66,2 6,0

Boczniaki 24,8 1,4

Grzyby Borowiki 23,1 1,0

Pieczarki 20,5 0,9

Kurki 6,0 1,0

Podobna metodologi¢ oznaczania zawartosci zasad purynowych w wybranych
produktach zywnosciowych wykorzystali juz w 1976 roku Clifford i Story (Clifford
i Story, 1976), natomiast zawartos¢ RNA oznaczyli oni spektrofotometrycznie
z wykorzystaniem metody opisanej przez Flecka i Munro’a (Fleck i Munro, 1962).
Wsrod przebadanych przez nich produktéw najwyzsza zawartoscia RNA
charakteryzowaty sie¢ sardynki konserwowe (590 mg/100 g), sucha fasola pinto
(485 mg/100 g) i soczewica (484 mg/100 g), a najmniejsza tunczyk konserwowy

(5 mg/100 g), anchois konserwowe (6 mg/100 g) oraz krewetki konserwowe
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(10 mg/100 g) (Clifford i Story, 1976). Imafidon i Sosulski przeprowadzili pomiar
zawartosci kwasow nukleinowych poprzez analize zawartosci azotu (NAN - nucleic
acid nitrogen) w ktéreym wykazali, ze najwiecej NAN znajdowato si¢ w satacie,
kapuscie i1 kurczaku (odpowiednio 0,728 mg/g probki, 0,654 mg/g prébki,
0,558 mg/g probki), a najmniej w jajach i serze (0,05 mg/g prébki i 0,108 mg/g
prébki) (Imafidon i Sosulski, 1990). Przeglad 13 publikacji wydanych w latach
1976-2017 dotyczacych zawartosci puryn w produktach zywnosciowych pokazuje,
ze najwieksza ilosciag tych zwigzkdéw charakteryzuja sie produkty miesne oraz ryby
I owoce morza, natomiast najnizsza jaja i nabiat. Autorzy analizy zwracaja jednak
uwage, ze zawartos¢ puryn w produktach tego samego rodzaju rozni si¢ znaczaco
pomiedzy poszczegdlnymi publikacjami, a metody analityczne w wielu przypadkach
sg stabo opisane (Wu i in., 2019). Dominguez-Alvarez i wsp. w opracowaniu
z 2017 r. prezentuja przeglad artykutow dotyczacych metod chromatograficznych
i elektroforetycznych oznaczania nukleozydéw i nukleotydébw w produktach
zywnosciowych. Dane te odnosza si¢ jednak gtownie do analizy omawianych
zwigzkdw w grzybach i preparatach dla niemowlat, a nieliczne dotycza produktow
migsnych i owocow morza (Dominguez-Alvarez i in., 2017). Ding i wsp.
zaproponowali sposob obliczania zawartosci nukleotyddéw w zywnosci na podstawie
danych dotyczacych substancji zawierajacych azot. Metoda ta opiera si¢ na
zatozeniu, ze gtobwnymi zrodtami azotu w zywnosci sa aminokwasy, witaminy
z grupy B, nukleotydy oraz roztwory soli. Ze wzgledu na znikoma ilos¢ roztworow
soli, zawartos¢ nukleotydow moze by¢ obliczona jako roznica pomigdzy catkowitg
zawartoscig biatka, standardowo mierzong na podstawie oznaczania azotu
catkowitego w probce metoda Kjeldahla (Mahre i in., 2018), a zawartoscig
aminokwaséw i witamin z grupy B. Na tej podstawie autorzy wskazali rosliny
strgczkowe oraz migso 1 podroby jako produkty o najwyzszej zawartosci
nukleotydéw (odpowiednio 0,008-15,99 i 0,003-17,01 g nukleotydéw/100 g),
a nabiat - o najnizszej (0,004-4,2 g nukleotydow/100 g) (Ding i in., 2021). Warto
rowniez zaznaczy¢, ze na oznaczang zawartos¢ kwasow nukleinowych wptywa
obrobka kulinarna produktow zywnosciowych. Cieslewicz i wsp. wykazali, ze

zawarto$¢ kwasow nukleinowych rézni sie w migsie surowym, gotowanym oraz
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grillowanym. Autorzy podkreslaja jednak, ze roznice te moga wynikac¢ z denaturacji
termicznej biatek obecnych w miesie, co wptywa na wydajnos¢ trawienia tych
czasteczek proteinazg K i jednoczesnie utatwia ekstrakcje kwaséw nukleinowych.
Obserwacje te podwazaja wiarygodnos¢ oznaczania zawartosci kwasow
nukleinowych w oparciu o ich izolacj¢ z produktéw zywnosciowych (Cieslewicz
iin., 2021).

Czesciej niz informacje o zawartosci DNA lub RNA w produktach
zywnosciowych znalez¢ mozna dane dotyczagce ich sktadowych - puryn.
Zainteresowanie purynami w zywnosci zwigzane jest z koncowym produktem ich
metabolizmu, tj. kwasem moczowym, ktdérego wysokie stezenie wigze Sig
z wystgpowaniem dny moczanowej. Choroba ta powodowana jest przez odktadanie
sie¢ w stawach krysztatdbw moczanu sodu, dlatego spozycie produktow bogatych
w puryny, bedacych prekursorami kwasu moczowego, uwaza Si¢ za jeden
z czynnikdéw zwigkszajacych ryzyko atakdéw opisywanego schorzenia (Jonas i in.,
2001; Zhang i in., 2012; Kaneko i in., 2014; Wu i in., 2019; Zhang i in., 2022).
Okazuje si¢ rowniez, ze podwyzszony poziom kwasu moczowego W Surowicy
(hiperurykemia) moze wiazac si¢ z wystepowaniem innych dolegliwosci, takich jak
sttuszczenie watroby, przewlekta choroba nerek, zesp6t metaboliczny - w tym
cukrzyca, nadcisnienie tegtnicze i otytos¢ (Rospleszcz i in., 2020).

Kwasy nukleinowe obecne w produktach zywnosciowych ulegaja degradacji
podczas obrobki kulinarnej (Bauer i in., 2003). Najwazniejszymi czynnikami
wpltywajacymi na fragmentacje DNA sg niskie pH i wysoka temperatura (Gryson,
2010). Badania pokazuja jednak, ze pomimo zastosowania m.in. mikrofal, niskiego
pH, podwyzszonej temperatury oraz cisnienia, nadal mozliwe jest uzyskanie
fragmentéw DNA pozwalajacych na ich amplifikacj¢ technika PCR, co potwierdza,
ze Cczasteczki te nie ulegaja catkowitej degradacji (Arslan i in., 2006; Van der Colff
i Podivinsky, 2008; Bergerova i in., 2011). Ostatnie badania wskazuja rowniez na
zalezno$¢ jakosci oraz wykrywalnej ilosci wyizolowanych kwasow nukleinowych
od rodzaju zastosowanej metody izolacji, co moze wptyna¢ na zafalszowanie
wynikow dotyczacych zawartosci omawianych czasteczek w zywnosci (Piskata i in.,

2019; Cieslewicz i in., 2021). Jednak gtownym celem identyfikacji kwasow
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nukleinowych w produktach zywnosciowych jest wykrywanie zafalszowan
zywnosci oraz obecnosci modyfikacji genetycznych, czyli poszukiwanie
okreslonych sekwencji nukleotyddw, a nie doktadne oznaczenie ich stgzenia (Querci
i in., 2010; Hong i in., 2017).

1.2.2. Trawienie, absorpcja i metabolizm kwaséw nukleinowych

Kwasy nukleinowe, podobnie do odzywczych sktadnikow zywnosci, sg trawione
w przewodzie pokarmowym. Nukleazy wystepuja powszechnie w organizmie
cztowieka (Santa i in., 2021), lecz pomimo udowodnionej obecnosci zaréwno DNaz
(Zolner i in., 1974; Z6llner i in., 1975; Kone¢na i in., 2020) jak i RNaz (Bardon
I Shugar, 1980; Hasan i Al-Issa, 2011) w ludzkiej slinie, obecnie przyjmuje sie, ze
trawienie kwasow nukleinowych rozpoczyna si¢ dopiero w zotadku (Liu i in., 2015).
Eksperyment in vitro przeprowadzony przez Yao i wsp. pokazat, ze czas pottrwania
wolnych, pozakomdérkowych czasteczek DNA (cfDNA - cell-free DNA) naturalnie
wystepujacego w ludzkiej slinie, wynosi niecate 3 h (dla sliny inkubowanej w 37°C)
(Yao i in., 2016), co moze wskazywac¢, ze czas kontaktu sliny z przezuwanym
pokarmem jest zbyt krotki dla zainicjowania trawienia omawianych czasteczek.
W zotadku kwasy nukleinowe sa nie tylko uwalniane z nukleoprotein w wyniku
dziatania pepsyny, ale takze wstepnie trawione przez ten enzym. Reakcja ta jest
mniej specyficzna niz w przypadku biatek, jednak wykazano, ze enzym ten preferuje
ciecie tancuchow DNA w obrebie sekwencji bogatych w puryny (Zhang i in., 2016a;
Zhang i in., 2016b). Réwniez czasteczki RNA moga by¢ czesciowo trawione, co
udowodniono dla dsRNA (double stranded RNA) wirusa papryki i melona
w eksperymencie in vitro przeprowadzonym z wykorzystaniem swinskiej pepsyny
(McCanless i in., 2019). Dodatkowo, pod wptywem niskiego pH w zotadku,
dochodzi do uwalniania puryn (tzw. depurynacji) z czasteczek DNA poprzez
samorzutng hydroliz¢ wigzan N-glikozydowych (An i in., 2014). Ostatnie badania
na myszach wykazaty, ze w zotadku zachodzi takze wchtanianie czasteczek miRNA
przez biatka btonowe SIDT1 (ang. systemic RNA interference defective protein 1).
Zaabsorbowane miRNA sg wydzielane przez komorki sluzowe zotadka do uktadu
krazenia w postaci egzosomow i z krwig moga by¢ transportowane do innych tkanek

i organéw (Chen i in., 2021).
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W dwunastnicy kwasy nukleinowe trawione sg do oligo-, tri-, di-
i mononukleotydow przez nukleazy trzustkowe, zarbwno RNazy jak i DNazy, a ich
dziatanie wspomagaja jelitowe fosfodiesterazy. W dalszej cze¢sci jelita cienkiego
uwolnione nukleotydy sa rozktadane do nukleozyddw przez jelitowe nukleotydazy
(m.in. ekto-5’-nukleotydaze - CD73) i alkaliczne fosfatazy (IAP - intestinal alkaline
phosphatase), a dalsza hydroliza z udziatem nukleozydaz prowadzi do uwolnienia
zasad azotowych. Zaréwno nukleozydy, jak i zasady azotowe, moga by¢ wchtaniane
przez enterocyty, a nastepnie metabolizowane do kwasu moczowego (puryny) lub
B-aminokwaséw (pirymidyny) lub wykorzystywane na drodze odzysku do syntezy
nowych kwasow nukleinowych w komdérce (Weickmann i in., 1981; Hawley i in.,
1983; Morley i in., 1987; Carver i Walker, 1995; Crane i in., 2007; Pastor-Anglada
i in.,, 2018; Williams, 2018; Williams, 2021). Schemat trawienia kwasow

nukleinowych przedstawiony jest na rys. 2.

Rys. 2. Trawienie i absorpcja kwaséw nukleinowych w przewodzie pokarmowym.

Ze wzgledu na hydrofilowy charakter nukleozydéw i ich pochodnych,

wchtanianie tych czasteczek uzaleznione jest od obecnosci transporterow
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znajdujacych sie w btonach komérkowych. Nalezg do nich biatka hCNTs (ang.
human Concentrative Nucleoside Transporters) kodowane przez rodzing genow
SLC28 oraz biatka hENTs (ang. human Equilibrative Nucleoside Transporters)
kodowane przez rodzing gendéw SLC29. Wsréd hCNTs wyrdznic mozna trzy
transportery: hCNT1 (SLC28A1) uczestniczace we wechlanianiu nukleozydow
pirymidynowych (oraz w mniejszym stopniu adenozyny), hCNT2 (SLC28A2)
przenoszace nukleozydy purynowe i urydyne oraz hCNT3 (SLC28A3)
odpowiedzialne za przenoszenie zaréwno nukleozydéw purynowych jak
i pirymidynowych. Biatka hCNTs umozliwiaja jednokierunkowy przeptyw
nukleozydow do wnetrza komérki w kosztownym energetycznie procesie
sprzezonym z naptywem jonow sodu (hCNT1, hCNT2, hCNT3) oraz protonéw
(hCNT3). Do transporterow hENT naleza cztery biatka (hENT1-4) kodowane
odpowiednio przez geny SLC29A1, SLC29A2, SLC29A3 i SLC29A4. Transportery
hENT1-3 zdolne sg do dwukierunkowego transportu zaréwno nukleozyddw
purynowych i pirymidynowych, jak i zasad azotowych (w przypadku hENT3
mozliwy jest tylko transport adeniny), natomiast hENT4 odpowiadaja za transport
adenozyny. Biatka hENT1-2 przenosza czasteczki na zasadzie dyfuzji utatwione;j.
W przypadku hENT3-4 mechanizm transportu nie jest jeszcze doktadnie poznany,
jednak optimum dziatania obserwowane w kwasnym srodowisku moze wskazywaé
na mechanizm zalezny od transportu protondw. Na poziomie mRNA, w ukladzie
pokarmowym, najwicksza ekspresja gendw kodujacych opisywane transportery
charakteryzuje si¢ dwunastnica i jelito cienkie (SLC28A1 i SLC28A2) oraz watroba
(SLC28A1). Ponadto silng ekspresje SLC28A1 zaobserwowa¢ mozna réwniez
w nerkach, a SLC29A1 w nadnerczach i tozysku. Omawiane biatka petnig waznag
role nie tylko za wzgledu na uczestnictwo we wchtanianiu nukleozydow i zasad
azotowych w przewodzie pokarmowym, ale umozliwiaja takze transport tych
czasteczek (rowniez produkowanych endogennie w watrobie) do tkanek i komdrek
z deficytem szlakow biosyntezy de novo. Zaliczajg si¢ do nich erytrocyty, leukocyty,
komorki szpiku kostnego oraz migsnie i mdzg (Baldwin i in., 2005; Young i in.,
2013; Pastor-Anglada i in., 2018; Pastor-Anglada i in., 2022). Ogo6lna

charakterystyka transporterow nukleozydow zostata przedstawiona w tab. 2.
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Tabela 2. Ogdlna charakterystyka transporterow nukleozydéw kodowanych przez geny z rodziny
SLC28 i SLC29 (Young i in., 2013)

prawdopodobnie 1:1:1
Na*:proton:nukleozyd

Nazwa | Nazwa Typ transportu/
ezr:N e azl\liva stechiometria parowania Gléwne miejsca wystepowania
genu ! Z jonami
s y Nerki, watroba, jelito cienkie,
SLC28A1 | CNT1 11 N;T]p%eo d zlokalizowane gtéwnie w btonie
' -nukleozy plazmatycznej
Serce, migsnie szkieletowe, watroba,
Symport/ nerki, jelita, trzustka, tozysko i mdzg,
SLC28A2 | CNT2 1:1 Na*:nukleozyd zlokalizowane gtéwnie w btonie
plazmatycznej
Szeroko rozpowszechnione,
Symport/ w najwiekszej ilosci w gruczole
2:1 Na+*:nukleozyd, sutkowym, trzustce, szpiku kostnym,
SLC28A3 | CNT3 1:1 proton:nukleozyd, tchawicy i jelicie, zlokalizowane gtéwnie

w btonie plazmatycznej, w niektdrych
typach komorek rowniez

wewnatrzkomorkowo

Szeroko rozpowszechnione,
zlokalizowane gtéwnie w btonie
plazmatycznej, ale takze w btonach
jadrowych i mitochondrialnych

SLC29A1 | ENT1 Dyfuzja utatwiona

Szczego6lnie rozpowszechnione
w migsniach szkieletowych,
zlokalizowane gtéwnie w btonie
plazmatycznej, ale wykryte rowniez
w btonach jadrowych

SLC29A2 | ENT2 Dyfuzja utatwiona

Szeroko rozpowszechnione,
zlokalizowane wewnatrzkomérkowo
w btonach endosomalnych/ lizosomalnych
oraz mitochondrialnych

Prawdopodobnie powigzany

SLC29A3 | ENT3 Z przenoszeniem protondw

Serce, mozg i miesnie szkieletowe,
zlokalizowane gtéwnie w btonie
plazmatycznej

SLC29A4 | ENT4 Prawdopodob_nie powia,zgny
Z przenoszeniem protonéw

Doswiadczenia na zwierzetach wykazaty, ze pomimo trawienia i metabolizmu,
rowniez dituzsze (kilkaset par zasad) fragmenty kwaséw nukleinowych moga
przenika¢ do krwi i limfy, a takze do innych narzadéw. Jednym z pierwszych
doniesien dotyczacych loséw egzogennego DNA w przewodzie pokarmowym byty
badania zespotu Schubberta i wsp. (Schubbert i in., 1994). Wykazali oni, ze DNA
faga M13 moze czgsciowo przetrwac trawienie w przewodzie pokarmowym myszy,
a takze w niewielkim stopniu przenika¢ do krwiobiegu. Dotychczas obecnosc
zrekombinowanych fragmentéw DNA i naturalnie wystepujacych genéw
pochodzenia roslinnego wykryto w réznych odcinkach przewodu pokarmowego

I narzadach m.in. zwierzat hodowlanych, ryb, myszy i szczuréw (Rizzi i in., 2012;
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Nadal i in., 2018). Badania in vitro przeprowadzone przez Johannessena i wsp.
z wykorzystaniem komérek Caco-2 wykazaty, ze wicksze fragmenty DNA moga
by¢ wchianiane poprzez endocytoze adsorpcyjna i transportowane do przeciwnego
bieguna komorek w pecherzykach. Autorzy sugeruja, ze w proces ten moga by¢
zaangazowane receptory i biatka wigzagce DNA, m.in. TLR9 (Toll like receptor 9),
receptory zmiatacze (scavenger receptors), kanaty kwasu nukleinowego (nucleic
acid channels) czy nukleoliny (Johannessen i in., 2013). W ostatnich latach wzrosto
zainteresowanie syntetycznymi, sferycznymi kwasami nukleinowymi (spherical
nucleic acids - SNAs) o potencjalnej roli terapeutycznej, ktére réwniez sg
wchtaniane na drodze endocytozy z udziatem receptoréw zmiataczy (Cutler i in,
2012; Choi i in., 2013; Mirkin i in., 2019). Poniewaz wielkos¢ czasteczek SNAS
(srednio kilkanascie nm) zblizona jest do rozmiaréw nukleosomu (ok. 11-13 nm)
mozna przypuszczaé, ze réwniez w takiej formie kwasy nukleinowe pochodzenia
zywieniowego beda mogty by¢ wchianiane w przewodzie pokarmowym
(Khorasanizadeh, 2004; Cutler i in, 2012; Cutter i Hayes, 2015; Li i in., 2018).
Krazace w ptynach ustrojowych czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego
nazywane sg wolnymi, pozakomorkowymi czasteczkam DNA (cell free DNA -
cfDNA). Ich obecnos¢ zostata udokumentowana we krwi osob zdrowych, ale
podwyzszone poziomy tych czasteczek mozna zaobserwowaé zwlaszcza
w przypadku réznych typéw nowotworéw (Aarthy i in., 2015; Otandault i in.,
2019). W organizmie cztowieka cfDNA moga by¢ m.in. aktywnie wydzielane przez
komérki, pochodzi¢ z ich rozpadu (np. w wyniku apoptozy czy nekrozy) lub mie¢
pochodzenie mikrobiologiczne czy wirusowe (Bronkhorst i in., 2021; Han i Lo,
2021). Istniejg przestanki, ze tego typu czasteczki moga przenika¢ do krwiobiegu
takze z produktow zywnosciowych. Badania przeprowadzone przez Spisaka i wsp.
sugeruja obecnos¢ w ludzkim krwiobiegu cfDNA o sekwencjach odpowiadajacych
sekwencjom chloroplastéw roslinnych, wsrod ktérych najpowszechniejsze byty te
pochodzace z ziemniaka i pomidora (Spisak i in., 2013). Wskazuje to na mozliwosé
wchtaniania z przewodu pokarmowego nawet duzych fragmentdw DNA, ktdre nie
ulegty degradacji w trakcie procesu trawienia. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze praca ta

zostata zakwestionowana przez Luska, ktéry zwrocit uwage na wysoce
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prawdopodobna obecnos¢ zanieczyszczen egzogennym DNA prébek analizowanych
przez zespot Spisaka (Lusk, 2014). Obecnie wigkszos¢ badan dotyczacych cfDNA

nie uwzglednia zywnosci jako zrddta wspomnianych czasteczek.
1.2.3.  Zywieniowa rola kwasow nukleinowych i ich pochodnych

Kwasy nukleinowe obecne w produktach zywnosciowych moga oddziatywac
w przewodzie pokarmowym konsumenta na réznych ptaszczyznach. Jako sktadnik
odzywczy ulegaja trawieniu i wchianianiu, a nastepnie sg metabolizowane lub
odzyskiwane w celu syntezy nukleotydow. Juz w ubiegtym stuleciu zauwazono, ze
nukleotydy pochodzenia zywieniowego powinny by¢ uznawane za niezbedne
sktadniki pokarmowe w diecie czitowieka (Grimble, 1996). Jednakze wigckszosc¢
badan dotyczacych zywieniowej roli omawianych czasteczek zostata
przeprowadzona na modelach zwierzgcych. W latach 80. Leleiko i wsp. wykazali, ze
karmienie szczurow dieta pozbawiong puryn i pirymidyn skutkowato zmniejszeniem
zawartosci zarowno RNA, jak i biatka catkowitego w jelicie cienkim i okrgznicy
(Leleiko i in., 1987). W przypadku odstawionych od matki szczuréw Uauy i wsp.
zasugerowali, ze dodatek nukleozydéw do diety moze wspomaga¢ wzrost
I dojrzewanie jelit (Uauy i in., 1990), podczas gdy u dorostych zwierzat brak
nukleotydow w diecie wigze sie¢ ze zmniejszeniem zawartosci tych czasteczek oraz
RNA w ich watrobach (Lopez-Navarro i in., 1995). ROwniez u starszych gryzoni
wykazano, ze obecnos¢ nukleotydow w diecie korzystnie wplywa na regeneracje
jelit po okresie gtodu (Ortega i in., 1995). Suplementacja nukleotydami zwierzat
doswiadczalnych byla zwigzana z wydtuzeniem zycia (Xu i in., 2013), a takze
ochrong przed alkoholowym uszkodzeniem watroby poprzez zmniejszanie stanu
zapalnego i wptyw na mikrobiote jelit (Cai i in., 2016). Podanie hydrolizowanych
nukleoprotein pochodzacych z mleczu tososia rowniez wykazywato dziatanie
protekcyjne w sytuacji indukowanego etanolem uszkodzenia watroby u szczuréw
(Kojima-Yuasa i in., 2016). Badania na myszach z wykorzystaniem mieszaniny
nukleotydow otrzymanych z RNA drozdzy browarniczych wykazaty dziatanie
przeciwzmeczeniowe tych czasteczek, co byto prawdopodobnie zwigzane
z ograniczeniem stresu oksydacyjnego oraz poprawag funkcji mitochondriéw

w miegsniach szkieletowych (Xu i in., 2017). Korzystny wplyw dodatku
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nukleotydow na funkcje komoérek miesniowych potwierdzono réwniez dla linii
komorkowych migsni szkieletowych myszy (Uberti i in., 2020). Egzogenne kwasy
nukleinowe i ich pochodne majs rowniez wielokierunkowe dziatanie
immunomodulujace. Wykazano, ze wplywaja one na poziom przeciwciat u myszy
(Sudo i in., 2000; Nagafuchi i in., 2002), produkcje cytokin (Nakamoto i in., 2011)
i aktywnos¢ komorek NK (Carver i in., 1990) oraz zmniejszaja stan zapalny
w tkance ttuszczowej (Sakai i in., 2015).

Obecnie wiele badan skupia si¢ na mozliwosci suplementacji zwierzat
hodowlanych egzogennymi kwasami nukleinowymi, w ktorych upatruje si¢ m.in.
alternatywy do stosowania antybiotykow w celu zachowania dobrostanu zwierzat
(Sauer i in., 2011). Doswiadczenia przeprowadzone na prosictach wykazaty m.in.
wplyw suplementacji nukleotydami pochodzacymi z ekstraktu drozdzowego na
obnizenie ekspresji interleukin IL-6 i IL-18 oraz zwigkszenie ekspresji IL-10
i interferonu IFN-y wsrod odstawionych od matek prosiat (Superchi i in., 2012).
Dodatek kwasow nukleinowych i/lub ich pochodnych poprawit takze wykorzystanie
sktadnikow odzywczych, funkcjonowanie jelit oraz odpornos¢ w przypadku prosiat
dotknigtych wewnatrzmacicznym zahamowaniem wzrostu ptodu (IUGR -
intrauterine growth restriction) (Che i in., 2016), wptynat na stymulacj¢ rozwoju
jelit i transportu nukleotydow (Xie i in., 2019) oraz wydajnos¢ wzrostu zwierzat
(Perricone i in., 2020). Ponadto Tan i wsp. wykazali, ze dodatek nukleotydow
w diecie macior w okresie cigzy moze sprzyja¢ wzrostowi prosiat (Tan i in., 2021).
Dodatek do diety kurczat omawianych czasteczek wptynat korzystnie na
wilasciwosci fizyczne 1 odzywcze ich miegsni (Chiofalo i in., 2011), poprawit
wydajnos¢ wzrostu, morfologi¢ jelit, produkcje przeciwciat (Daneshmand i in.,
2017; Kreuz i in., 2020; Kamel i in., 2021), odpowiedz immunologiczna oraz
roznorodnos¢ mikrobioty jelitowej (Wu i in., 2018) tych zwierzat, a takze ograniczyt
negatywne skutki zakazenia bakterig Clostridium perfringens (Mohamed i in.,
2020). Suplementacja nukleotydami wptyne¢ta rowniez korzystanie na zdrowotnosé
ryb hodowlanych. Zwiekszyta wzrost oraz odpornos¢ na stres pstraga teczowego
(Tahmasebi-Kohyani 1 in., 2012), wzmocnita odpowiedz immunologiczng oraz

przezywalno$¢ tilapii przy zakazeniu Streptococcus iniae (Shiau i in., 2015) oraz
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poprawita parametry krwi, odpowiedz immunologiczna, reakcje na stres i wydajnosé¢

wzrostu pagrusa czerwonego (Hossain i in., 2017). Ponadto wptyneta na

zwiegkszenie zawartosci kwasow ttuszczowych n-3 oraz poprawe jakosci miesa (Tie

I in., 2019) i ograniczyta zachorowalnos$¢ na zapalenie jelit wywotane zakazeniem

Aeromonas hydrophila (Tie i in., 2021) amura biatego. Przytoczone badania

pokazuja, ze kwasy nukleinowe i ich pochodne majg korzystny wptyw szczegoélnie

na wzrost, dojrzewanie jelit, odpowiedz immunologiczng oraz reakcj¢ na stres.

Potwierdza to, ze obecnos¢ tych czasteczek w diecie jest kluczowa dla zachowania

dobrostanu réznych gatunkéw zwierzat.

Badania dotyczace wptywu kwaséw nukleinowych pochodzacych z zywnosci

z udziatem ludzi skupiajg sie przede wszystkim na kwestiach zdrowotnych:

- ryzyku wystapienia dny moczanowej (co zostato oméwione w podrozdziale 1.2.1),

- mozliwosci wzbogacania mieszanek dla niemowlat m.in. w celu wspomagania
rozwoju dzieci,

- oraz w ostatnich latach rowniez na mozliwosci suplementacji omawianymi
czasteczkami sportowcow m.in. w celu poprawy wydolnosci organizmu czy
przyspieszenia regeneracji po wysitku.

Juz w ubiegtym wieku zauwazono, ze dodatek pochodnych kwasow nukleinowych

do diety niemowlat moze wptywaé¢ na sktad kwasoéw ttuszczowych bton

komorkowych erytrocytow. Wzbogacenie mieszanki dla dzieci nukleotydami
spowodowato wzrost zawartosci kwasow n-3 i n-6 (DeLucchi i in., 1987; Pita i in.,

1988) oraz obnizenie ilosci cholesterolu w btonach czerwonych krwinek (Pita i in.,

1988) w poréwnaniu do dzieci karmionych standardowa mieszanka na bazie mleka

krowiego. W badaniach przeprowadzonych przez Sanchez-Pozo i wsp. dodatek

nukleotydow do mieszanki mlekozastepczej spowodowal wzrost stezenia
lipoprotein w osoczu wczesniakdw (Séanchez-Pozo i in., 1994). Odmienne wyniki
uzyskali jednak Woltil i wsp., w badaniach ktérych obecno$¢ nukleotyddw

w mieszance dla niemowlat nie wplyneta na status diugotancuchowych,

wielonienasyconych kwasow ttuszczowych erytrocytéw oraz estrow cholesterolu

w o0soczu przedwczesnie urodzonych dzieci (Woltil 1 in., 1995). Badania

przeprowadzone w kolejnych latach rowniez nie pozwolity na wyciaggniecie
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jednoznacznych wnioskow dotyczacych wptywu dodatku nukleotydéw na profil
lipidowy noworodkéw (Axelsson i in., 1997; Siahanidou i in., 2004; Gibson i in.,
2005). Natomiast metaanaliza przeprowadzona w 2015 r. i obejmujaca 8 prac
badawczych wskazata, ze suplementacja nukleotydami znaczaco zwigksza stezenie
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w osoczu, ale nie wptywa na sklad
kwaséw ttuszczowych w erytrocytach niemowlat (Wang i in., 2015). Przedmiotem
zainteresowania naukowcow jest rowniez potencjalny wptyw podawanych doustnie
prekursorow kwasow nukleinowych na odpowiedz immunologiczng dzieci. Badania
wskazujg, ze fortyfikacja mieszanek mlekozastgpczych nukleotydami moze
przyczynia¢ si¢ do wzrostu stezenia w osoczu przeciwciat nalezacych do réznych
klas, m.in. przeciwciat 1gG przeciwko B-laktoglobulinie (Martinez-Augustin i in.,
1997), przeciwciat przeciwko polisacharydom Haemophilus influenzae typu b oraz
btonicy wytworzonych w wyniku immunizacji (Pickering i in., 1998), czy
przeciwciat IgA i IgM (Navarro i in., 1999). Ponadto, moze réwniez obniza¢ ryzyko
biegunki u niemowlat (Brunser i in., 1994; Yau i in.,, 2003). W badaniach
przeprowadzonych w 2004 r. zaobserwowano silniejsza odpowiedz immunologiczna
dzieci karmionych mieszanka wzbogaconag w nukleotydy w stosunku do dzieci
karmionych standardowym preparatem, jednak efekt byt stabszy lub zblizony do
uzyskanego dla dzieci karmionych mlekiem matki (Schaller i in., 2004; Buck i in.,
2004). Zaobserwowany efekt uzasadni¢ mozna faktem naturalnej obecnosci
w mleku kobiecym kwasow nukleinowych, zaréwno w formie nukleotydow, jak
i czasteczek miRNA (Leach i in., 1995; Jakubek i in., 2020). W przypadku
niedozywionych niemowlat nie zaobserwowano znaczacego wpltywu dodatku
nukleotydow w diecie na odpowiedz immunologiczna (Vasquez-Garibay i in.,
2004), rowniez w przypadku zdrowych dzieci wyniki byly niejednoznaczne
(Hawkes i in., 2006). Whnioski z metaanalizy uwzgledniajacej 9 prac badawczych
wskazuja na lepsza odpowiedz immunologiczng suplementowanych nukleotydami
niemowlat po podaniu szczepionki przeciwko Haemopillus influenzae, toksoidu
btoniczego oraz doustnej szczepionki przeciwko polio. Ponadto, na podstawie
przeprowadzonej metaanalizy autorzy zaznaczaja, ze dowody potwierdzajace

korzysci zdrowotne dodatku nukleotydow w diecie niemowlat sa wystarczajace, aby
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zarekomendowa¢ wzbogacanie mieszanek mlekozastepczych w te skiadniki.
Podkreslaja oni réwniez, ze taka suplementacja nie wigze si¢ z zadnym ryzykiem
zdrowotnym (Gutiérrez-Castrellon i in., 2007). Poza przytoczonymi badaniami,
w literaturze mozna znalez¢ roéwniez informacje dotyczace wptywu prekursorow
kwasow nukleinowych na wzrost dzieci. Suplementacja nukleotydami niemowlat
z uposledzong czynnosciag btony $luzowej spowodowata uzyskanie wyzszych
srednich wskaznikow przyrostu masy ciata, dtugosci i obwodu gtowy w stosunku do
niemowlat karmionych mlekiem modyfikowanym na bazie serwatki, do ktorego
nukleotydy nie byty dodawane (Cosgrove i in., 1996). Réwniez w przypadku
zdrowych dzieci wzbogacenie mieszanki mlekozastegpczej o nukleotydy wptyne¢to na
zwigkszenie obwodu gtowy oraz masy ciata (Singhal i in., 2010), co jednak nie
pokrywato si¢ z wynikami uzyskanymi wczesniej przez Hawkes i wsp. (2006).
Metaanaliza obejmujaca 8 prac badawczych wykazala, ze suplementacja
nukleotydami zwigksza tempo przyrostu masy ciata oraz wzrostu obwodu gtowy
noworodkow, ale nie ma wpltywu na mas¢ ciala czy jego diugosé. Autorzy
podkreslajg, ze dla wyciagniecia jednoznacznych wnioskéw potrzebne sg
randomizowane badania na duzg skale (Wang i in., 2019).

Zainteresowanie naukowcow dodawaniem pochodnych kwaséw nukleinowych
do preparatow dla niemowlat jest zwigzane z naturalnym wystgpowaniem tych
czasteczek w mleku ludzkim (Leach i in., 1995), co potwierdza ich istotng role
w diecie rozwijajacego si¢ noworodka. W rekomendacjach zaproponowanych przez
Koletzko i wsp. dotyczacych kompozycji mieszanek mlekozastepczych nukleotydy
wymienione sg jako opcjonalne dodatki, ktorych ilos¢ nie powinna przekracza¢
5 mg/100 kcal (Koletzko i in., 2005). Opinia EFSA (European Food Safety
Authority) wydana w 2014 r. uwzglednia mozliwos¢ dodawania nukleotydéw do
mieszanek dla niemowlat, jednak zaznacza, ze ze wzglgdu na brak jednoznacznych
dowoddw na korzysci ptynace z obecnosci tych czasteczek nie ma koniecznosci ich
dodawania (EFSA NDA Panel, 2014). Wyniki omdwionych powyzej badan
wskazujg jednak, ze obecno$¢ nukleotyddéw w diecie niemowlat moze korzystnie
wplywaé¢ na ich rozwodj, a w szczegolnosci na tempo przyrostu masy ciata,

odpowiedz immunologiczng czy obnizanie ryzyka biegunek.
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Kolejnym trendem obserwowanym w ostatnich latach jest pojawianie sie coraz
wiekszej liczby badan dotyczacych mozliwosci suplementacji sportowcow
sktadnikami kwaséw nukleinowych. W badaniach przeprowadzonych z udziatem
14-stu $rednio wytrenowanych mezczyzn wykazano, ze 60-cio dniowa
suplementacja preparatem Nucell zawierajgcym kwasy nukleinowe pochodzace
z drozdzy przyczynita si¢ do wzrostu stezenia przeciwciat IgA w §linie oraz
obnizenia st¢zenia kortyzolu bezposrednio po <¢wiczeniach na ergometrze
rowerowym, w stosunku do grupy przyjmujacej placebo (Mc Naughton i in., 2006).
Autorzy potwierdzili uzyskane wyniki réwniez dla ¢wiczen o wysokiej
intensywnosci (Mc Naughton i in., 2007). Suplementacja przez 30 dni zawodnikow
taekwondo preparatem Inmunactive, zawierajagcym mieszanine nukleotydow,
spowodowata szybsze namnazanie limfocytow po wysitku fizycznym na
cykloergometrze (Riera i in., 2013). Natomiast 14-sto dniowa interwencja
podawanymi podjezykowo nukleotydami wptyneta na wzrost stezenia przeciwciat
IgA w surowicy, aktywnos¢ cytotoksyczng komorek NK oraz wydtuzyta czas do
zmeczenia podczas wysitku fizycznego (Ostojic i in., 2013). Stosowanie preparatu
nuBound, w ktérego sktad wchodzg m.in. nukleotydy pochodzace z drozdzy, przez
14 dni, doprowadzito do znaczacego spadku stezenia kortyzolu i mieloperoksydazy
bezposrednio po wysitku z obcigzeniem oraz do spadku aktywnosci kinazy
kreatynowej po 24 godz. od treningu. Zaobserwowano rowniez zwiekszenie sity
izometrycznej bezposrednio, a takze po 24 i 48 godz. od wysitku w grupie
przyjmujacej badany preparat (Sterczala i in., 2016). Poza mieszaninami
nukleotyddéw wsrod sportowcdéw badany jest takze wplyw suplementacji ATP,
czasteczki odpowiedzialnej za przenoszenie energii m.in. w miesniach, a wigc
mogacej bezposrednio wptywaé na wyniki uzyskiwane przez osoby trenujace.
Przyktadowo, doustna, 14-sto dniowa suplementacja ATP zapobiegta obnizeniu
stezenia tego zwiazku, a takze ADP i AMP we krwi, po wysitku fizycznym, oraz
poprawita pobudliwos¢ miesni (Purpura i in., 2017). Przyjecie preparatu
zawierajacego ATP jedynie 30 min przed treningiem aerobowym miato wplyw na
cisnienie krwi oraz zmiennos¢ rytmu serca kobiet z nadcisnieniem (de Freitas i in.,

2018). Takze w przypadku mezczyzn wykonujacych pétprzysiady z obcigzeniem,
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zastosowanie jednorazowej dawki 400 mg ATP po6t godziny przed wysitkiem
umozliwito osiggniecie wigkszej liczby powtorzen (Dos Santos Nunes de Moura
i in., 2021). Przytoczone badania pokazuja, ze suplementacja pochodnymi kwasow
nukleinowych moze mie¢ wplyw m.in. na zwigkszenie sity i wytrzymatosci,
poprawe odpowiedzi immunologicznej, a takze obnizenie stezenia kortyzolu
bezposrednio po wysitku fizycznym. Wydaje si¢ wiec zasadne stwierdzenie, ze
obecnos¢ pochodnych kwasdéw nukleinowych w diecie moze by¢ korzystna dla os6b
trenujacych.

Okazuje sig, ze kwasy nukleinowe moga by¢ wykorzystywane jako sktadniki
odzywcze przez wiele gatunkdéw mikroorganizmow (Ibéfiez de Aldecoa i in., 2017,
Wasmund i in., 2021; Huang i in., 2022). Finkel i Kolter przeprowadzili badania
w ktorych udowodnili, ze Escherichia coli wykorzystuje zewnatrzkomérkowe DNA
jako zrodto wegla, a mutacja powodujaca niezdolnos¢ tych bakterii do utylizacji
DNA wplywa znaczaco na pogorszenie ich wzrostu (Finkel i Kolter, 2001).
Natomiast dla obecnych w przewodzie pokarmowym cztowieka bakterii Bacteroides
thetaiotaomicron wykazano, ze posiadaja one uktady degradujace ryboze (Glowacki
i in., 2020). Zdolnos¢ wykorzystywania kwasoéw nukleinowych udowodniono
rowniez dla bakterii Bacteroides ruminicola i Selenomonas ruminantium,
bytujacych w przewodach pokarmowych przezuwaczy (Cotta, 1990).

Poza rolg odzywcza, wsrod mikroorganizméw zewnatrzkomorkowy DNA
odgrywa wazna role w tworzeniu biofilmu, ktdry jest uwazany za istotny czynnik
wirulencji dla bakterii chorobotwérczych (Jakubovics i in., 2013). Od czasu do
czasu pojawiaja si¢ rozwazania na temat mozliwosci horyzontalnego transferu
gendéw przez mikrobiote konsumenta, gtdwnie w zwigzku ze spozywaniem roslin
modyfikowanych genetycznie. Jednak jak dotad nie ma twardych dowodow na to, ze
takie zjawisko rzeczywiscie wystepuje in vivo lub wystepuje w stopniu, ktéry moze
stanowi¢ zagrozenie dla konsumenta (Rizzi i in., 2012; Nawaz i in., 2019; Alamnie
i Andualem, 2020).

W przypadku zwierzat udowodniono, ze pewne gatunki wykorzystuja
nukleozydy jako zrodto energii dla czerwonych krwinek. Dojrzate erytrocyty swin

metabolizuja inozyn¢ do produkcji ATP (Magnani i in., 1983; Young i in., 1986),
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natomiast guanozyna i inozyna moga by¢ wykorzystywane zaréwno przez dojrzate
erytrocyty, jak i retikulocyty (rozwijajace sie czerwone krwinki) kur (Mathew i in.,
1993).

W przypadku cztowieka nie mozna jeszcze jednoznacznie okresli¢, czy jest on
zdolny pozyskiwaé¢ energie z rozktadu kwasow nukleinowych. Badania
przeprowadzone przez Giannecchini i wsp. na ludzkiej linii komdrek raka jelita
grubego LoVo wykazaty, ze komorki te sg zdolne do wykorzystywania
fosforylowanej reszty rybozy pochodzacej z inozyny na cele energetyczne, jednak
miato to miejsce w warunkach braku glukozy w pozywce oraz przy zablokowanej
fosforylacji oksydacyjnej (Giannecchini i in., 2005). Najnowsze badania Skinner
i wsp. wskazuja na zdolnos¢ utylizacji rybozy pochodzacej z urydyny lub RNA na
cele energetyczne w warunkach niedoboru glukozy przez r6zne nowotworowe linie
komérkowe. Badacze udowodnili opisywany proces w eksperymentach in vitro
m.in. dla komorek biataczki K562 (Skinner i in., 2023). Omdwione badania
pokazuja, ze kwasy nukleinowe nie tylko petnia role

Obecnie brak jest badan, ktére wskazywatyby na mozliwe zagrozenia lub brak
ryzyka zwiazanego ze spozywaniem zmodyfikowanych nukleozasad. Aktywnosé¢
przeciwnowotworowa fluorouracylu podawanego doustnie jasno pokazuje, ze
chemicznie modyfikowane sktadniki kwaséw nukleinowych sa wchtaniane przez
ludzkie komorki, wiaczane do DNA podczas replikacji i moga decydowaé
0 przezyciu komorki (Zhang i in., 2008). Nie ma powodu zakfada¢, ze ten sam
scenariusz nie jest mozliwy w przypadku np. utlenionych nukleozasad
pochodzacych ze spozywanej zywnosci. Mozliwos¢ taka posrednio potwierdza
istnienie w ludzkich komorkach enzymu - trifosfatazy MTH1, ktérego rolg jest
selektywne usuwanie oksydacyjnie uszkodzonych nukleotydéw z puli trifosforanow
nukleozydow (Fujikawa i in., 2001). Enzym ten jest aktywny w enterocytach, czyli
w komorkach, ktére maja bezposredni kontakt z egzogennymi kwasami
nukleinowymi i produktami ich trawienia. W przypadku komorek nowotworowych
wykazano, ze wbudowanie utlenionej guaniny do DNA komorek o wyciszonej

aktywnosci MTH1 prowadzi do apoptozy (Gad i in., 2014). Wiaczenie utlenionych
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nukleozasad moze by¢ rowniez przyczyna uposledzania mechanizmow

epigenetycznych (Lewandowska i Bartoszek, 2011; Zarakowska i in., 2014).
1.2.4. Zywieniowa rola czasteczek miRNA

W ostatnich latach rosngcym zainteresowaniem wsrod naukowcOw cieszg sie
regulatorowe czasteczki miRNA. Sg one najbardziej rozpowszechniong klasa
matych, niekodujacych czasteczek RNA (ncRNA), wptywajaca m.in. na regulacje
ekspresji gendw, a zaburzenia w ich produkcji powiazane sg m.in. z rozwojem
roznego rodzaju nowotworow. Wystepuja powszechnie u zwierzat, roslin, a nawet
wiruséw (Chen i in., 2008; Cai i in., 2009; Skalsky i Cullen, 2010). Badania
wykazaty, ze miRNA wystepujace w ludzkim osoczu sa odporne na gotowanie,
przedtuzone przechowywanie, niskie i wysokie pH oraz cykle zamrazania
I rozmrazania, a takze cze¢sciowo na trawienie RNaza (Chen i in., 2008). Rowniez
w przypadku miRNA pochodzacych z kukurydzy, czasteczki te byly nadal
wykrywalne w karmie zawierajgcej gotowana kukurydze i poddanej obrobce
w wysokiej temperaturze i cisnieniu (Luo i in., 2017). Trwato$¢ miRNA
potwierdzono takze dla czasteczek obecnych w soi i ryzu, poddanych zaréwno
gotowaniu, jak i symulowanemu trawieniu in vitro (Philip i in., 2015). Moze to
wskazywac, ze miRNA obecne w produktach zywnosciowych sg w pewnym stopniu
odporne na obrdbke kulinarng, a takze na warunki panujace w przewodzie
pokarmowym.

Jednym z rodzajow pokarméw niezwykle bogatych w miRNA jest mleko.
Badania dotyczace mleka ludzkiego pokazaty, ze stanowi ono jedno z najbogatszych
zrodet miRNA wsréd ptynow ustrojowych cztowieka, w ktorym Alsaweed i wsp.
zidentyfikowali ok. 3500 rodzajow tych czasteczek (Alsaweed i in., 2015; Alsaweed
i in., 2016). We frakcji odttuszczonej mleka wspomniane czasteczki moga
znajdowaé si¢ w egzosomach, tzn. pecherzykach btonowych, ktore uczestnicza
w komunikacji migdzykomorkowej (Jakubek i in., 2020). Duza cz¢s¢ miRNA
obecnego w mleku i zamknieta w egzosomach jest odporna na dziatanie RNaz,
niskie pH oraz kilkukrotne cykle zamrazania i rozmrazania (Kosaka i in., 2010;
Izumi i in., 2012). Jednak ostatnie badania przeprowadzone na mleku krowim

wskazuja, ze komercyjna obrobka mleka, tj. pasteryzacja oraz sterylizacja, moga
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doprowadzi¢ do uszkodzenia struktury egzosomow (Kleinjan i in., 2021).
Doswiadczenia przeprowadzone na liniach komérkowych wykazaty, ze wchianianie
egzosoméw odbywa sie poprzez endocytoze i jest mozliwe dzieki obecnosci
specyficznych glikoprotein na powierzchni egzosomoéw oraz komorek nabtonka
jelita (Wolf i in., 2015). Ponadto badania przeprowadzone na myszach wskazuja, ze
czasteczki miRNA moga by¢ wechianiane juz w zotadku z udziatem biatek
btonowych SIDT1 (Chen i in., 2021).

Odpornos¢ miRNA znajdujacych si¢ w mleku moze wskazywac, ze czasteczki te
sa zdolne do przetrwania warunkéw panujacych w przewodzie pokarmowym, dzieki
czemu moga by¢ absorbowane w niezmienionej formie. Udowodniono, ze kwasy
nukleinowe w postaci miRNA wchitaniane sg przez noworodki karmione mlekiem
matki, a czasteczki te wptywaja m.in. na rozwoj dziecka, w szczegolnosci na uktad
odpornosciowy, biorag udziat w regulacji rownowagi ptyndw ustrojowych, kontroli
apetytu i pragnienia (Alsaweed i in., 2016; Leroux i in., 2021; Melnik i in., 2021).
Ponadto udowodniono, ze czasteczki miRNA wystepujace w mleku ludzkim oraz
krowim moga wptywac na ekspresje metylotransferaz DNA zwiagzanych z regulacja
epigenetyczna (Melnik i Schmitz, 2017). Co ciekawe, niektore z rodzajow miRNA
sg obecne zarowno w mleku ludzkim, jak i w tym pochodzacym od krow, swin czy
pand, co uwaza si¢ za dowdd na ich istotng role w rozwoju noworodkéw ssakow
(van Herwijnen i in., 2018). Obecnos¢ oraz aktywnos¢ miRNA, obok innych
sktadnikow mleka ludzkiego, podkresla wyzszos¢ naturalnego karmienia niemowlat
nad stosowaniem mieszanek mlekozastepczych oraz potwierdza niezwykle wazna
role mleka kobiecego w diecie rozwijajacego si¢ dziecka.

Oddziatywanie miRNA mleka na noworodki dowodzi, ze wspomniane kwasy
nukleinowe nie sg obojetne dla organizmu dziecka. Powstaje jednak pytanie, czy
spozywanie mleka krowiego, powszechnego elementu diety, na kolejnych etapach
zycia cztowieka, moze nies¢ ze sobg takze zagrozenia zdrowotne. Wykazano m.in.,
ze po doustnym podaniu mleka krowiego ludzie wchianiajg znaczne ilosci miRNA
(miR-29b i miR-200c), ktére moga wplywac¢ na ekspresje genéw jednojadrzastych
komérek krwi obwodowej oraz, co wykazano w testach in vitro, embrionalnych

komorek nerki HEK-293 (Baier i in., 2014). Natomiast obecne w mleku krowim
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czasteczki miRNA-21 ostabiajg dziatanie hamujace réznych biatek supresorowych
nowotworéw na kinaze mTORCL1 (mechanistic target of rapamycin complex 1),
ktorej zaburzona aktywnos¢ moze wpltywac¢ na rozwoj choréb cywilizacyjnych
(Melnik i in., 2013). Ponadto miRNA mleka krowiego powigzano z rozwojem
chtoniakdbw rozlanych z duzych komorek B, bedacych nowotworami uktadu
limfatycznego (Melnik i in., 2023). Przytoczone badania potwierdzaja niezwykle
wazng role mleka kobiecego w rozwoju noworodkdw, a jednoczesnie podkreslaja,
ze spozycie mleka krowiego przez dorostego cztowieka moze nies¢ ze sobg pewne
zagrozenia zdrowotne.

Poza omowiong aktywnoscig miRNA obecnych w mleku, pojawiaja si¢ rowniez
doniesienia dotyczace mozliwosci oddziatywania na organizm miRNA
pochodzacego z produktow roslinnych. Jednym z pierwszych tego typu badan byta
praca dotyczaca mozliwosci wchtaniania przez myszy czasteczek MIR168a
pochodzacych z ryzu, ktére wiagzaty sie z LDLRAP1 (ang. low-density lipoprotein
receptor adapter protein 1) mRNA i hamowaty jego ekspresje w watrobie, co
skutkowato wzrostem stezenia lipoprotein LDL w osoczu zwierzat (Zhang i in.,
2012). Przytoczone doswiadczenia zostaly jednak poddane analizie przez innych
naukowcow, co ochtodzito poczatkowy entuzjazm dotyczacy mozliwosci pobierania
miRNA z przewodu pokarmowego i jego zdolnosci do regulacji ekspresji genow
w organizmie biorcy (Witwer i Hirschi, 2014). Whnioski z dotychczas
przeprowadzonych badan nad mozliwosciag przenikania egzogennych,
niekodujacych czasteczek RNA wraz z dieta do tkanek zwierzecych i ludzkich sa
niejednoznaczne (Li i in., 2018; Zhang i in., 2019; McNeill i Hirschi, 2020). Poza
bezposrednim wplywem na tkanki przewodu pokarmowego pojawiajg si¢ réwniez
doniesienia wskazujace na mozliwy wplyw pokarmowego RNA na mikrobiote
jelitowa. Wykazano m.in., ze miRNA obecne w nanoczastkach przypominajacych
egzosomy otrzymanych z imbiru regulujg ekspresje genéw bakterii Lactobacillus
rhamnosus (Teng i in., 2018), a miRNA kukurydzy oddziatujg na bakterie z rodzaju
Firmicutes (Huang i in., 2020), przez co wptywaja na sktad mikrobioty przewodu

pokarmowego.
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Dane literaturowe dotyczace miRNA w mleku wskazuja na ich istotny wptyw
w rozwoju noworodkow ssakdéw oraz zdolnos¢ oddziatywania na organizm
dorostego cztowieka. Badania nad miRNA obecnymi w pokarmach roslinnych nie
pozwalaja na wyciagniecie jednoznacznych wnioskoéw o ich wptywie na organizm
ludzki, jednak wydaje si¢, ze czasteczki te moga co najmniej oddziatywaé na

mikrobiotg jelitowa konsumenta.
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2. CEL I ZAKRES PRACY

Kwasy nukleinowe, jako podstawowe elementy komorek organizméw zywych,
znajduja sie we wszystkich produktach zywnosciowych spozywanych przez
cztowieka. Pomimo ich niepodwazalnej obecnosci w codziennej diecie, sa one nadal
postrzegane gtownie jako nosniki informacji genetycznej, a dane dotyczace wptywu
tych czasteczek na organizm konsumenta sg ograniczone. Pomimo braku
systematycznych badan na temat wiasciwosci odzywczych kwaséw nukleinowych
istnieje pewna liczba publikacji wskazujgca na wiasnie taka ich role. Wiadomo, ze
wspomniane czasteczki moga m.in. wspomagaé¢ regeneracje jelit, zwiekszac
wydajnos¢ wzrostu i odpornosé na stres oraz tagodzi¢ objawy zakazen bakteryjnych
u zwierzat. Ponadto obecnos¢ nukleotydéw w diecie niemowlat zwieksza przyrost
masy ich ciata, poprawia odpowiedZz immunologiczng oraz powoduje obnizenie
ryzyka biegunek. Wiadomo takze, ze organizm cztowieka posiada caty szereg
enzymoOw umozliwiajgcych trawienie omawianych czasteczek, a komorki ukiadu
pokarmowego sa wyposazone W transportery zapewniajace absorpcje sktadnikow
egzogennych kwasoéw nukleinowych. Istnieje zatem potrzeba przeprowadzenia
badan, ktére pozwolityby na okreslenie roli odzywczej pokarmowych kwasow
nukleinowych.

W wyniku wczesniejszych badan prowadzonych w Katedrze Chemii,
Technologii i Biotechnologii Zywnosci potwierdzono obecnosé kwasow
nukleinowych zaréwno w surowym, jak i przetworzonym termicznie miesie ze
schabu wieprzowego, a takze w komercyjnie dostepnych przetworach miesnych,
takich jak kietbasa i pasztet. Wykazano réwniez pewne rdznice w stopniu
fragmentacji czasteczek DNA pochodzacych z komoérek wspomnianych produktow.
Obserwacje te doprowadzity do postawienia pytania, czy takze produkty rdznego
pochodzenia, tj. zwierzecego, roslinnego oraz grzyby, beda roznity si¢ zawartoscia
oraz stopniem fragmentacji kwaséw nukleinowych. Dlatego pierwszym celem
niniejszej pracy byto znalezienie produktéw zywnosciowych rdznigcych sie
zarobwno zawartoscia, jak i jakoscig kwasow nukleinowych, poprzez
przeprowadzenie wizualizacji i charakterystyki tych czasteczek znajdujacych sie

w wybranych sktadnikach zywnosci. Postawiono nastgpujaca hipoteze: ilosé¢ oraz
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stopien fragmentacji kwaséw nukleinowych w produktach zywnosciowych
rozni sie¢ w zaleznosci od pochodzenia produktow. Metodologic w czgsci
analitycznej badan zaprojektowano w oparciu o opracowany w Katedrze Chemii,
Technologii i Biotechnologii Zywnosci zestaw metod pozwalajacych na analize
jakosciowa i ilosciowg pokarmowych kwasow nukleinowych (Cieslewicz i in.,
2021). Jako wyjsciowy materiat do badan zostaty wykorzystane tkanki pochodzace
z jednego rodzaju organizmu (migsnie piersi i uda oraz watroba kury),
reprezentujgce rozne krolestwa (tkanki roslinne, zwierzece, grzybowe) oraz na
roznych etapach rozwoju i petnigcych rozne funkcje (nasiona fasoli szparagowej,
bulwa ziemniaka, bulwa kalarepy, zgrubiaty ogonek lisciowy selera naciowego).
I tak, w celu wizualizacji in situ jader komérkowych obecnych we wspomnianych
produktach zastosowana zostata technika bloczkow parafinowych oraz skrawkow
mrozonych. Nastepnie, aby oceni¢ stopien fragmentacji DNA komorek produktow
zywnosciowych, przeprowadzony zostat test kometowy, co pozwolito na wstgpne
okreslenie roznic w jakosci kwasow nukleinowych obecnych w tych produktach.
W celu oznaczenia zawartosci badanych czasteczek przeprowadzona byta izolacja
kwasow nukleinowych, a uzyskane izolaty zostalty poddane elektroforezie
agarozowej. Pozwolito to na uzyskanie profili fragmentacji, a wiec dokladniejsze
zdefiniowanie dtugosci fragmentéw polinukleotydowych pochodzacych z réznych
produktéw zywnosciowych. Na podstawie uzyskanych wynikéw do badan
biologicznych zostaty wybrane produkty rdézniace sie istotnie zawartoscig oraz
jakosciag kwaséw nukleinowych.

Drugi blok badawczy skupit sie¢ na ocenie potencjalnie odzywczej roli kwaséw
nukleinowych i ich pochodnych obecnych w zywnosci. Jak wiadomo, synteza DNA
w komdrkach jest niezb¢dna do ich prawidtowego wzrostu i proliferacji, a takze
podczas naprawy uszkodzonego DNA. Komoérki moga pozyskiwaé prekursory
niezbedne do produkcji DNA na drodze syntezy de novo lub na drodze odzysku
Z egzogennych czasteczek. W zwigzku z tym postawiono pytanie, czy komorki
uktadu pokarmowego, majace dostep do kwasdéw nukleinowych pochodzacych
z zywnosci, beda wechianiaty i wykorzystywaly te czasteczki we wiasnym

metabolizmie. Postanowiono sprawdzi¢, czy obecnos¢ pokarmowych kwasow
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nukleinowych i ich prekursoréw moze stymulowa¢ wzrost komorek, a takze czy
moze wspomagac¢ naprawe ich wiasnego materiatu genetycznego. Dlatego drugim
celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu pochodzacych z produktow
zywnosciowych kwasoéw nukleinowych i ich skfadowych na wzrost i zdolnosé¢
naprawy DNA komorek wybranych linii ludzkiego uktadu pokarmowego.
Sformutowano nastepujace hipotezy badawcze: kwasy nukleinowe pochodzenia
zywieniowego oraz ich komponenty sa wykorzystywane na drodze odzysku
w syntezie replikacyjnej DNA, przez co wspomagaja wzrost komorek ludzkiego
ukladu pokarmowego oraz w syntezie naprawczej DNA, przez co wspomagaja
procesy naprawy uszkodzen DNA w komdrkach ludzkiego ukladu
pokarmowego. W celu sprawdzenia postawionych hipotez przeprowadzono badania
in vitro z zastosowaniem modeli komdrkowych ludzkiego uktadu pokarmowego.
Jako gtéwny model badawczy wykorzystano lini¢ ludzkich komdrek gruczolaka
jelita grubego (HT29), bedaca jedng z najpowszechniej wykorzystywanych linii
w badaniach nad zywnoscig. Komorki te nasladujg nabtonek przewodu
pokarmowego majacy bezposredni kontakt z trawionym pokarmem, a ze wzgledu na
szybka regeneracje charakteryzuja si¢ duzym zapotrzebowaniem na energie¢
i sktadniki budulcowe. Wzmozony metabolizm komérek nowotworowych zwigzany
z intensywnym wzrostem oraz podziatami powoduje, ze ich zapotrzebowanie na
sktadniki odzywecze jest jeszcze wigksze, dzigki czemu stanowig one idealny model
do badania zdolnosci wykorzystania jako budulca pochodzacych z diety kwasow
nukleinowych. Badania na linii HT29 zostaly uzupetnione doswiadczeniami
przeprowadzonymi z wykorzystaniem normalnej ludzkiej linii CCD 841 CoN,
bedacej niestransformowanym odpowiednikiem wspomnianych komorek HT29.
Komorki nienowotworowe, m.in. ze wzgledu na zachodzacy w nich proces starzenia
oraz zdecydowanie wolniejsze tempo wzrostu i podziatdbw komorkowych, nie sa tak
powszechnie wykorzystywane w badaniach nad zywnoscig, dlatego
przeprowadzono na nich jedynie czes¢ eksperymentdw dla wybranych probek.
Poniewaz strawione w przewodzie pokarmowym kwasy nukleinowe pochodzace
z zywnosci po wchionieciu w jelicie sg transportowane do watroby, cz¢s¢ badan

zostata powtorzona takze dla linii HepG2 (komorki raka watrobowokomorkowego).
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W celu zbadania wptywu pochodzacych z zywnosci kwaséw nukleinowych oraz ich
komponentéw na wzrost komdrek uktadu pokarmowego wykorzystano test MTT.
Aby sprawdzi¢, czy komorki zdolne sg do wykorzystywania badanych czasteczek
w syntezie replikacyjnej DNA, warunki testu MTT zmodyfikowano poprzez
dodatek hydroksymocznika, ktory zaburza proces syntezy DNA w komorkach.
Nast¢pnie, w celu sprawdzenia zdolnosci komdrek do wykorzystywania
pokarmowych kwaséw nukleinowych i ich komponentdw w syntezie naprawczej
DNA, przeprowadzono test kometowy. Aby zainicjowa¢ procesy nhaprawcze,
materiat genetyczny komdrek uszkadzano dziataniem czynnika genotoksycznego, tj.
nadtlenku wodoru. Dodatkowo, w celu zwigkszenia czutosci testu, zastosowano
kofeine, bedaca czynnikiem zaburzajacym procesy naprawy DNA w komdrkach.
Wykorzystany zestaw technik badawczych umozliwit wstepng charakterystyke
kwasow nukleinowych znajdujacych si¢ w produktach zywnosciowych rdznego
pochodzenia oraz pozwolit na zbadanie zdolnosci wykorzystywania tych czasteczek
przez komorki ludzkiego uktadu pokarmowego.

Niniejsza praca doktorska zostata zrealizowana w Katedrze Chemii, Technologii
i Biotechnologii Zywnoséci Wydziatlu Chemicznego Politechniki Gdanskiej pod
opieka prof. dr hab. inz. Agnieszki Bartoszek.
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3. MATERIALY | METODY BADAWCZE

3.1. Material badawczy

Materiatem wykorzystywanym do badan byly produkty zywnosciowe
reprezentowane przez surowe tkanki zwierzgce, roslinne oraz grzyby. Analizie
poddano udo, piers oraz watrobe drobiowg ze $wiezej kury pozyskanej z lokalnej
wsi na Pomorzu. Migso po uboju byto przechowywane chtodniczo (4°C) przez 48 h,
a nastepnie rozporcjowane i zamrozone w temperaturze -80°C. Fasola szparagowa
(Phaseolus vulgaris L.) zostata zebrana w przydomowym ogrodzie na Pomorzu,
kalarepa (Brassica oleracea var. gongylodes L.), ziemniak (Solanum tuberosum L.),
seler naciowy (Apium graveolens var. Dulce) oraz pieczarki (Agaricus bisporus)
zostaty zakupione w lokalnym supermarkecie, nastepnie byly przechowywane
chtodniczo przez 24-72 h i zamrozone w temperaturze -80°C. Do przygotowania
preparatow mikroskopowych technika kriosekcji wykorzystano watrobe drobiowsa
oraz konserwowsa fasole szparagowa (Bonduelle) zakupione w lokalnym markecie.
W technice bloczkdéw parafinowych oraz kriosekcji uzyto $wiezych tkanek,
a materiat do pozostatych badan przechowywano w temperaturze -80°C.

Do eksperymentow na liniach komdrkowych wykorzystano komercyjnie
dostepne nukleozydy: adenozyne (A), cytydyne (C), guanozyne (G), urydyne (U),
2’-deoksyadenozyne (dA), 2’-deoksycytydyne (dC), 2’-deoksyguanozyng (dG),
tymidyng (T) (Sigma-Aldrich) jako zwiazki reprezentujace koncowe produkty

trawienia kwasow nukleinowych w przewodzie pokarmowym.
3.2. Odczynniki chemiczne

W tab. 3. zestawiono spis odczynnikdw chemicznych wykorzystywanych

podczas wykonywania badan.

Tabela 3. Odczynniki chemiczne wykorzystywane do badan

Nazwa Producent
Agaroza, Basica LE Prona
Agaroza o niskiej temperaturze zelowania LMP Sigma-Aldrich
Agaroza o normalnej temperaturze zelowania NMP Bioline
Antybiotyki penicylina (10.000 U) i streptomycyna (10 mg/mL) Sigma-Aldrich
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Nazwa

Producent

Bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu (MTT)

Sigma-Aldrich

Bufor obcigzajacy FastGene, 6x stezony

Nippon Genetics

Chlorek sodu (NaCl) cz.d.a

POCH

Chloroform POCH
Dimetylosulfotlenek (DMSO) bezwodny >99,9% Sigma-Aldrich
Etylowy alkohol 96% cz.d.a. POCH
Etylowy alkohol bezwodny 99,8% cz.d.a. POCH
Fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25:24:1, viv/v) Sigma Aldrich
Formaldehyd 36-38% cz.d.a. POCH
Formaldehyd 4% w buforze fosforanowym Maga-Herba
GelRed, 10000x stezony, w wodzie Biotium
Glicerol >99% Sigma-Aldrich
Hematoksylina wg Delafielda Chempur
Histosec parafina histologiczna Merck

Hoechst 33342 20 mM Thermo Scientific
Kofeina Sigma-Aldrich
Ksylen (mieszanina izomeréw) cz.d.a. POCH

Kwas chlorowodorowy (HCI) 37% POCH

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) >99% Sigma-Aldrich
Kwas ortoborowy >99,9% POCH

Kwas octowy lodowaty 100% Merck
L-glutamina roztwér 200 mM Sigma-Aldrich

Marker wielkosci, 1 kb DNA Ladder Plus

Nippon Genetics

Nadtlenek wodoru 30% (w/w) Sigma-Aldrich
NeoMount bezwodny $rodek do osadzania do mikroskopii Merck
Ptodowa surowica bydleca (FBS) Sigma-Aldrich
Ptyn do mrozenia tkanek (Tissue Freezing Medium) Leica
Pozywka Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose Sigma-Aldrich
Pozywka McCoy’s 5A Medium Modified Sigma-Aldrich
Pozywka Minimum Essential Medium Eagle Sigma-Aldrich
Proteinaza K z Tritirachium album w buforze Tris/ HCI pH = 7,5, 20 mg/mL | Merc

Siarczan dodecylu sodu (SDS) >98,5% Sigma-Aldrich
Sél fizjologiczna buforowana fosforanami (PBS) Sigma-Aldrich
S6l sodowa eozyny Y Serva

SYBR Green | Sigma-Aldrich
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Nazwa Producent

Tris-HCI Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trizma-base >99% Sigma-Aldrich
Trypsyna-EDTA 10x stgzona Sigma-Aldrich
Woda destylowana Millipore
Wodorotlenek sodu (NaOH) cz.d.a. Chempur

Zestaw do izolacji DNA NucleoSpin® Food

Macherey-Nagel

Zestaw do izolacji DNA NucleoSpin® Plant 11

Macherey-Nagel

Zelatyna spozywcza, wieprzowa Lidl

W tab. 4. przedstawiono spis roztworow wykorzystywanych podczas

wykonywania badan.

Tabela 4. Roztwory wykorzystywane do badan

Nazwa roztworu

Sposéb przygotowania

0,25% (w/v) roztwor
eozyny

1 g eozyny rozpusci¢ w 400 mL 70% roztworu alkoholu etylowego

0,5% (wi/v) roztwor
zelatyny

0,5 g zelatyny rozpusci¢ w 100 mL wody destylowanej

0,8%, 1% (w/v)
agaroza LMP

Do 10 mL buforu PBS doda¢ odpowiednig ilos¢ agarozy LMP (0,08 g lub
0,1 g), podgrzewa¢ w kuchence mikrofalowej do uptynnienia

1% (w/v) agaroza
NMP

Do 100 mL wody destylowanej doda¢ 1 g agarozy NMP, podgrzewac
w kuchence mikrofalowej do uptynnienia

1% (wiv) zel
agarozowy do
elektroforezy
izolatow kwasow
nukleinowych

Do 50 mL buforu TBE doda¢ 0,5 g agarozy (Basica LE), podgrzewa¢é
w kuchence mikrofalowej do uptynnienia

5 M roztw6r NaCl

29,22 g NaCl rozpusci¢ w 70 mL wody destylowanej, dopetni¢ woda do
100 mL

50%, 60%, 70%,
80% (v/v) roztwory
alkoholu etylowego

Alkohol etylowy 96% rozcienczy¢ wodg destylowang w okreslonych
proporcjach EtOH:H.0 (50% - 25:23, 60% - 5:3, 70% - 35:13, 80% - 5:1)

90% (v/v) roztwér
glicerolu

Glicerol rozcienczy¢ buforem PBS w stosunku 9:1.

Bufor do lizy (do

Na 2 mL buforu: zmiesza¢ 40 uL 1 M wodnego roztworu Tris o pH = 8, 8
uL 5 M wodnego roztworu NacCl, 80 uL 0,5 M wodnego roztworu EDTA o

izolacji DNA) pH = 8, 200 uL 10% (w/v) wodnego roztworu SDS, 60 puL 20 mg/mL
proteinazy K oraz 1612 pL wody destylowanej
Bufor do Do 1 L wody destylowanej doda¢ 0,372 g EDTA, a nastepnie stopniowo

elektroforezy (do
testu kometowego)

dodawa¢ 12 g NaOH mieszajac, schtodzi¢ w lodéwee, pH>13 (mozna
przygotowa¢ 10x stezony i rozcienczyé woda przed uzyciem)

Bufor PBS

1 tabletke¢ PBS rozpusci¢ w 200 mL wody destylowanej
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Nazwa roztworu

Sposob przygotowania

Bufor TBE (do
elektroforezy
izolatow kwasow
nukleinowych)

10,8 g Trizma-base i 5,5 g kwasu borowego rozpusci¢ w 900 mL wody
destylowanej, doda¢ 4 mL 0,5 M wodnego roztworu EDTA o pH = 8,
ustali¢ pH = 8,3, uzupetni¢ wodg destylowang do 1 L (mozna przygotowac
10x stgzony i rozcienczy¢ wodg przed uzyciem)

Bufor TBE (do testu

Do 900 mL wody destylowanej doda¢ 0,545 g Trizma-base, 0,278 g kwasu
borowego oraz 0,029 g EDTA, doprowadzi¢ do pH = 8,4, uzupetni¢ woda

kometowego) destylowang do 1 L (mozna przygotowa¢ 10x stgzony i rozcienczy¢ woda
przed uzyciem)

Bufor TBE z 2,5% )

SDS (w/v) Do 100 mL buforu TBE doda¢ 2,5 g SDS

Bufor TE (do
izolacji DNA)

Na 2 mL buforu: zmiesza¢ 20 uL 1 M wodnego roztworu Tris o pH = 8,
4 uL 0,5 M wodnego roztworu EDTA o pH = 8 oraz 1976 uL wody
destylowanej

Bufor TE (do
przygotowania
roztworu SYBR
Green)

Do 800 mL wody destylowanej doda¢ 1,576 g Tris-HCI oraz 0,372 ¢
EDTA, doprowadzi¢ do pH = 7,5, uzupetni¢ woda destylowang do objetosci
1 L (mozna przygotowac 10x stezony i rozcienczy¢ wodg przed uzyciem)

Bufor Tris-HCI

Do 800 mL wody destylowanej doda¢ 48,456 g Trizma-base, doprowadzi¢
do pH = 7,5, uzupetni¢ woda destylowang do objetosci 1 L

Ksylen:absolutny
alkohol etylowy (v/
v)

Ksylen zmiesza¢ z absolutnym alkoholem etylowym w okreslonych
stosunkach (1:3, 1:1, 3:1)

Parafina:ksylen (v/v)

Parafing termostatowana w 58°C zmiesza¢ z ksylenem w stosunku 9:1

Do 800 mL wody destylowanej doda¢ 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA oraz 1,2
g Trizma-base, stopniowo dodawac¢ 7 g NaOH mieszajac, doprowadzi¢ do

Roztwor A pH = 10, uzupeini¢ wodg destylowang do objetosci 1 L, schiodzi¢
w lodéwcee
. Do 90 mL wody destylowanej doda¢ 10 mL Triton X-100, miesza¢ do
Roztwor B

rozpuszczenia i schtodzi¢ w lodéwce

Roztwér barwnika
Hoechst 33342

Do 10 mL wody destylowanej doda¢ 10 pL handlowego preparatu barwnika

Roztwér do
rozcienczania

Na 2 mL roztworu: zmiesza¢ 60 uL 5 M wodnego roztworu NaCl, 20 uL
0,5 M wodnego roztworu EDTA o pH = 8 oraz 1920 uL wody destylowanej

Roztwoér FAA

Do 100 mL 96% alkoholu etylowego doda¢ 70 mL wody destylowanej, 20
mL 37% formaldehydu oraz 10 mL lodowatego kwasu octowego

Roztwor lizujacy AB

Bezposrednio przed uzyciem zmiesza¢ 90 mL roztworu A z 10 mL roztworu
B

Roztwor MTT

0,8 g MTT rozpusci¢ w 200 mL wody destylowanej

Roztwor SYBR Do 200 mL buforu TE doda¢ 30 pL barwnika rozcienczonego w 2,97 mL
Green DMSO, przechowywa¢ w lodéwce chronigc przed dostepem $wiatta
Trypsyna x1 Trypsyne rozcienczy¢ 10-cio krotnie buforem PBS

3.3. Aparatura

W tab. 5. przedstawiono aparatur¢ wykorzystywang podczas wykonywania

badan.
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Tabela 5. Aparatura oraz materiaty zuzywalne wykorzystywane do badan

Nazwa

Model, producent

Aparat do analizy zeli z oprogramowaniem Image Lab

Gel Doc XR+, BioRad

Aparat do elektroforezy

Basic, Biorad

Aparat do oczyszczania wody

Millipore Elix 5

Aspirator

Integra Vacusafe, Integra

Cieplarka

Binder

Homogenizator

Pellet Mixer, VWR

Laboratoryjna ptyta grzejna

DHN

Licznik komoérek

Scepter 2.0 Cell Counter, Merck

Inkubator laboratoryjny

Heal Force Smart Cell HF90

Komora laminarna

Airstream ESCO Class Il BSC

Kriostat

CM 1520, Leica

Mieszadto magnetyczne

MSC basic C, Yellow Line

Mikroskop

Fluorescent Cell Analyser, Juli TM
Smart

Mikroskop fluorescencyjny sprzezony
z oprogramowaniem Metafer

AXxio Imager.Z2, Zeiss

Mikroskop optyczny

BX 60, Olympus

Reczny mikrotom rotacyjny

RM50H, Biomed

Spektrofotometr UV/VIS

NanoDrop 2000c, Thermo Scientific

Spektrofotometryczny czytnik ptytek UV/VIS

Infinite M200, Tecan

Suszarka

Binder

Termoblok

QBD4, Grant

Waga analityczna

XS204, Mettler Toledo

Wirdowka

Centrifuge 5415 R, Eppendorf

3.4. Metody badawcze - czes¢ analityczna

3.4.1. Przygotowanie bloczkdéw

mikroskopowych

a. Tkanki zwierzece

parafinowych i preparatow

W celu wizualizacji kwasow nukleinowych w badanych tkankach sktadnikow

zywnosci, z analizowanego materiatu przygotowano bloczki parafinowe oraz

preparaty mikroskopowe. Z kazdej tkanki wycigto fragmenty o wymiarach ok. 0,2 x

0,9 x 1,4 cm (wys. x szer. x dt.). Probki migsa utrwalano w 4% formaldehydzie
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w buforze fosforanowym przez 24 h, a nastepnie ptukano pod biezaca woda przez
24 h. Po tym czasie probki przeniesiono do 50% roztworu alkoholu etylowego na
1 h, po czym tkanki kolejno przenoszono do roztworéw etanolu o wzrastajacym
stezeniu (60%, 70%, 80%, 96% alkoholu). W 80% roztworze prébki
przetrzymywano przez cata noc, a w pozostatych roztworach przez 1 h. Nastepnie
tkanki dwukrotnie odwadniano w absolutnym alkoholu etylowym (kazde ptukanie
1 h). Po odwodnieniu prébki przeniesiono na 10 min do mieszaniny
ksylen:absolutny alkohol etylowy (1:1 v/v), po czym przeniesiono je do czystego
ksylenu w celu przepojenia tkanek rozpuszczalnikiem (dwukrotne ptukanie
ksylenem przez 30 min do 1 h). Nastgpnie tkanki zanurzono w mieszaninie
parafina:ksylen (9:1 v/v) i umieszczono w cieplarce w temp. 58°C na 1 h.
W kolejnym kroku prébki przeniesiono do uptynnionej parafiny termostatowanej
w 58°C na 24 h. Po tym czasie tkanki umieszczono w metalowych formach
wypetnionych ciekta parafing, ktora odpowietrzono przez przelanie jej po
rozzarzonych, metalowych szczypcach. Aby nie dopusci¢ do powstania pecherzy
powietrza w bloczku, rozgrzane do czerwonosci szczypce kilkukrotnie zanurzano
w parafinie tak, aby nie dotkna¢ znajdujacej si¢ w niej tkanki. Metalowe formy
pozostawiono na lodzie do czasu zastygniccia parafiny, po czym wyjeto z nich
parafinowe bloczki. Tak przygotowane prébki przycinano do ksztattu $cietego
ostrostupa i mocowano na drewnianych klockach, ktére umieszczono w ramieniu
recznego mikrotomu rotacyjnego. Bloczki krojono na skrawki o grubosci 7 um.
Skrawki przenoszono na odtluszczone szkietka podstawowe pokryte uprzednio
lepikiem, a nastepnie nakraplano na nie wodg i przenoszono na plyte grzejna
rozgrzang do temp. 37°C w celu rozprostowania i przyklejenia si¢ skrawkoéw do
powierzchni szkietek. Po wyschnieciu przygotowane preparaty przechowywano

w temp. pokojowej w zamknietym pojemniku.
b. Tkanki roslinne i grzyby

Bloczki parafinowe przygotowano zgodnie z procedurg zaproponowang przez
Weigel i Glazebrook (Weigel i Glazebrook, 2008) z modyfikacjami. Z kalarepy,
ziemniaka, selera naciowego i pieczarek wycigto fragmenty o wymiarach ok. 0,2 x

0,9 x 1,4 cm (wys. x szer. x db.), natomiast w przypadku fasoli szparagowej
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wykorzystano cate nasiona bez przycinania. Probki utrwalano poprzez umieszczenie
ich w zlewkach z roztworem FAA, a nastepnie wstawiono do eksykatora i za
pomoca pompki wodnej obnizono cisnienie. Prozni¢ utrzymywano przez 15 min, po
czym procedure powtorzono. Nastepnie tkanki zanurzono w swiezej porcji roztworu
FAA na 4 h. Po tym czasie prébki przeniesiono do 50% roztworu alkoholu
etylowego na 30 min, po czym tkanki kolejno przenoszono do roztworéw alkoholu
etylowego o wzrastajacym stezeniu (60%, 70%, 80%, 96% alkoholu). W 80%
roztworze probki przetrzymywano przez catg noc, a w pozostatych roztworach przez
30 min. Nastepnie tkanki dwukrotnie odwadniano w absolutnym alkoholu etylowym
(pierwsze ptukanie przez 1 h, drugie ptukanie przez 30 min). Po odwodnieniu probki
ptukano kolejno w mieszaninach ksylenu i absolutnego alkoholu etylowego (1:3,
1:1, 3:1 v/v), w kazdym roztworze przez 30 min, a nastepnie dwukrotnie w czystym
ksylenie (kazde ptukanie przez 1 h). Dalsze etapy przeprowadzono analogicznie jak

dla tkanek zwierzecych.
3.4.2. Przygotowanie preparatow mrozonych

W celu poréwnania techniki bloczkéw parafinowych z alternatywna technika
wykorzystujaca kriostat przygotowano preparaty mikroskopowe z zastosowaniem
kriosekcji. Z watroby drobiowej wycig¢to fragmenty o wymiarach ok. 0,5 x 0,5 x
1 cm (wys. x szer. x db.), natomiast w przypadku konserwowej fasoli szparagowej
wykorzystano cate nasiona bez przycinania. Tkanki przeniesiono do plastikowych
form wypetnionych czesciowo ptynem do mrozenia (Tissue Freezing Medium),
a nastepnie zalano ptynem w celu petnego pokrycia probek. Za pomoca pesety
formy zanurzano w ciektym azocie na ok. 2 min, po czym przeniesiono je do
kriostatu utrzymujacego temp. -20°C na ok. 15 min. Uformowane bloczki wyjeto
z form i umieszczono w ramieniu mikrotomu wbudowanym w Kriostat, a nastepnie
krojono na skrawki o grubosci 10 um. Skrawki przenoszono na szkietka
podstawowe pokryte uprzednio 0,5% (w/v) wodnym roztworem zelatyny. Tak
przygotowane preparaty pozostawiono na 10 min w temp. pokojowej w celu
petnego przyklejenia si¢ skrawkow do szkietek mikroskopowych, a nastepnie

przeniesiono do temp. 4°C.
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3.4.3. Barwienie i obserwacja preparatéw mikroskopowych

W celu wybarwienia przygotowanych z bloczkéw parafinowych preparatow
mikroskopowych i obserwacji kwasow nukleinowych obecnych w prébkach
niezbedne byto ich wczesniejsze odparafinowanie. W tym celu preparaty dwukrotnie
ptukano w ksylenie (kazde ptukanie przez 2 min), a nast¢pnie kolejno w roztworach
alkoholu etylowego o malejacym stezeniu (alkohol absolutny dwukrotnie, 96%,
80%, 70%, 60%, kazde ptukanie przez 2 min). W kolejnym etapie zanurzano je
W wodzie, po czym na powierzchni¢ preparatu tkanki nakrapiano roztwor
hematoksyliny. Po 45 s preparaty ptukano pod biezacg woda przez 20 min,
zanurzano w $wiezej porcji wody destylowanej, a po wyciagni¢ciu nakrapiano
roztwor eozyny Y. Po 10 s przeptukano szkietka wodg destylowang. Wybarwione
preparaty ptukano kolejno w roztworach alkoholu etylowego o wzrastajagcym
stezeniu (60%, 70%, 80%, 96%, absolutny alkohol etylowy — dwukrotnie, kazde
ptukanie przez ok. 10 s). Nastepnie szkietka dwukrotnie zanurzano w ksylenie (na
2 min i 5 min), po czym preparaty pokryto zywicg NeoMount i przykryto szkietkami
nakrywkowymi. Preparaty uzyskane z zastosowaniem kriosekcji barwiono
W nastepujacy sposob: szkietka zanurzano w wodzie, po czym ha powierzchnig
preparatu tkanki nakrapiano roztwér hematoksyliny. Po 45 s preparaty ptukano pod
biezaca wodg przez 20 min, zanurzano w $wiezej porcji wody destylowanej, a po
wyciagnieciu nakrapiano roztwor eozyny Y. Po 10 s przeptukano szkietka woda
destylowang, po czym preparaty pokryto zywica NeoMount i przykryto szkietkami
nakrywkowymi. Tak przygotowane probki pozostawiono do wyschnigcia
I utwardzenia zywicy na co najmniej jeden dzien. Po tym czasie preparaty
obserwowano w $wietle widzialnym pod mikroskopem sprzezonym z kamera
cyfrowg zapewniajaca 20-krotne powickszenie.

Czes¢ preparatow wybarwiono barwnikami fluorescencyjnymi Hoechst 33342
oraz SYBR Green. Analogicznie jak w przypadku barwienia eozyng Y
i hematoksyling, preparaty z bloczkéw parafinowych poddano odparafinowaniu
i uwodnieniu poprzez ptukanie w ksylenie i w szeregu alkoholowym. Nastepnie
szkietka ptukano w wodzie, po czym nakrapiano roztwor barwnika. W przypadku

barwnika Hoechst 33342 barwienie trwato 10 min, natomiast w przypadku barwnika
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SYBR Green — 20 min (kazdy barwnik na osobnym preparacie). Ten etap
przeprowadzano chronigc preparaty przed dostepem s$wiatta. Po inkubacji
z barwnikami szkietka ptukano w wodzie przez 1 min, a nastepnie pokrywano je
niewielka iloscia 90% roztworu gliceryny i przykrywano szkietkami
nakrywkowymi. Dla zabezpieczenia przed wysychaniem brzegi szkietek pokrywano
lakierem do paznokci. Do czasu obserwacji preparaty przechowywano w lodéwce
chroniac je przed dostepem swiatta. Preparaty uzyskane z zastosowaniem kriosekcji
barwiono analogicznie, z pominieciem etapu odparafinowania i uwodnienia.
Dodatkowo przygotowano preparat z chityny, ktora naniesiono na szkietko
podstawowe i pokryto 0,8% agaroza LMP, przykryto szkietkiem nakrywkowym
i pozostawiono na lodzie na 5 min. Nastepnie szkietko usuni¢to, a preparat
wybarwiono Hoechst 33342. Obserwacje mikroskopowe prowadzono
z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego sprzezonego z kamerg cyfrowa

zapewniajaca 20-krotne powigkszenie.

3.4.4.  Okreslenie stopnia degradacji kwasow nukleinowych w wybranych

produktach zywnosciowych

W celu okreslenia stopnia degradacji kwasow nukleinowych w tkankach
badanych sktadnikdw zywnosci przeprowadzono test kometowy, ktdry jest uznana
metoda pomiaru uszkodzen DNA w komorkach eukariotycznych. W tescie tym
niewielka ilos¢ komorek badanego materiatu zawieszana jest w zelu agarozowym
natozonym na szkietko mikroskopowe, poddana lizie, a nastepnie elektroforezie.
Podczas elektroforezy nastepuje migracja pofragmentowanego jadrowego DNA, co
skutkuje powstaniem struktur przypominajacych ksztattem komety. Preparat po
wybarwieniu poddaje si¢ analizie z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego.
Stosunek intensywnosci fluorescencji ogona do gtowy komety jest miarg
fragmentacji DNA (Collins, 2004).

a. Tkanki zwierzece

Test kometowy dla produktow zawierajacych tkanki zwierzece przeprowadzono
zgodnie z norma PNEN 13784:2003 z modyfikacjami. Z migsa przechowywanego

w -80°C zeskrobano ostrym skalpelem po ok. 1 g materiatu i przeniesiono do
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zlewek, a nastepnie zalano 5 mL zimnego (4°C) buforu PBS. Zawiesing mieszano
na mieszadle magnetycznym (500 rpm, 5 min) w tazni lodowej. Po tym czasie
homogenat przefiltrowano przez gaz¢ w celu usunigcia wigkszych fragmentéw
tkanek. Dodatkowo, filtrat uzyskany z kurzej watroby, ze wzgledu na duza gestosé
hepatocytow, rozcienczono buforem PBS w stosunku 1:3. Przesagcz pozostawiono na
lodzie na 5 min, nastepnie pobrano 20 pL zawiesiny komorek znad osadu
I zmieszano z 200 pL 0,8% (w/v) roztworu agarozy LMP termostatowanej w 42°C.
Natychmiast naniesiono po dwie krople (35 uL kazda) na szkietka podstawowe
pokryte uprzednio warstwg 1% (w/v) roztworu agarozy NMP, przykryto szkietkami
nakrywkowymi i od razu przeniesiono na I6d na co najmniej 5 min w celu zestalenia
naniesionej zawiesiny w agarozie. Nastepnie delikatnie usunieto szkietka
nakrywkowe, a preparaty z zelami agarozowymi umieszczono na 10 min w buforze
lizujacym (bufor TBE z 2,5% SDS) w temperaturze pokojowej w celu usunigcia
bton i rozpuszczalnych sktadnikow komorek. Po tym czasie preparaty przeniesiono
do aparatu do elektroforezy, zalano buforem TBE do wysokosci 24 mm ponad
powierzchnie szkietek i pozostawiono na 5 min (etap rozwijania chromatyny).
Nastepnie, nie zmieniajac buforu, przeprowadzono rozwinigcie jadrowego DNA na
drodze elektroforezy (2 V/cm, 2 min, temp. pokojowa). Po jej zakonczeniu
preparaty ptukano przez 5 min w wodzie, po czym wysuszono je na powietrzu. Tak
uzyskane jadra komdrkowe zawieszone w zelach agarozowych, unieruchomione na
szkietkach mikroskopowych, barwiono zimnym (4°C) roztworem barwnika SYBR
Green (w komorze do barwienia na wytrzasarce laboratoryjnej) przez 30 min bez
dostepu $wiatla, a nastepnie ptukano wodg przez 10 min w tych samych warunkach.
Po tym czasie zele przykryto szkietkami nakrywkowymi, a immobilizowane w nich
wybarwione jadra komorkowe poddano analizie za pomoca mikroskopu
fluorescencyjnego (Zeiss Axio Imager.Z2) sprz¢zonego z oprogramowaniem
Metafer 4. W przypadku tkanek zwierzgcych komety obserwowano pod 50-krotnym
powiekszeniem, a w kazdej analizie uwzgl¢dniano po 100 kolejnych obiektéw na

pojedynczym zelu lub wszystkie, gdy obiektow byto mniej niz 100.
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b. Tkanki roslinne i grzyby

Test kometowy dla tkanek roslinnych i grzybow przeprowadzono zgodnie
z procedurg zaproponowang przez Pourrut i wsp. (Pourrut i in., 2015)
z modyfikacjami. Z tkanek przechowywanych w -80°C odwazono po ok. 450 mg
materiatu i przeniesiono do szklanych szalek Petriego umieszczonych na lodzie.
Probki zalano 1,5 mL zimnego (4°C) buforu Tric-HCI i energicznie siekano zyletka
przez 30 s. Ptytki pozostawiono przechylone na lodzie na 5 min, po czym zawiesine
przefiltrowano przez gaze w celu usuniecia wigkszych fragmentéw tkanek. Przesacz
przetrzymywano na lodzie. Otrzymanga zawiesing komdrek (90 pL) zmieszano z 150
ML 1% agarozy LMP termostatowanej w 42°C. Natychmiast naniesiono po dwie
krople (80 uL kazda) na szkietka podstawowe pokryte uprzednio 1% agarozag NMP,
przykryto szkietkami nakrywkowymi i przeniesiono na l16d na co najmniej 5 min
w celu zestalenia agarozy. Nastgpnie delikatnie usuni¢to szkietka nakrywkowe,
a preparaty z zelami agarozowymi umieszczono w aparacie do elektroforezy
uprzednio wypetnionym zimnym (4°C) buforem elektroforetycznym o pH powyzej
13. Probki pozostawiono w buforze na 15 min (etap rozwijania chromatyny).
Nastepnie, nie zmieniajac buforu, przeprowadzono rozwiniecie jadrowego DNA na
drodze elektroforezy (0,72 V/cm, 300 mA — regulowane za pomoca poziomu buforu
- 5 min, 4°C). Po jej zakonczeniu preparaty ptukano trzykrotnie w buforze Tris-HCI
(kazde ptukanie 5 min), po czym wysuszono na powietrzu. Tak uzyskane jadra
komorkowe zawieszone w zelach agarozowych, unieruchomione na szkietkach
mikroskopowych, barwiono analogicznie jak preparaty przygotowane z tkanek
zwierzecych. Komety obserwowano pod 100-krotnym powigkszeniem, a w kazdej
analizie uwzgledniano po 100 Kkolejnych obiektéw na pojedynczym zelu lub

wszystkie, gdy obiektow byto mniej niz 100.
3.45. lzolacja DNA z wybranych produktéw zywnosciowych

Izolacje DNA z watroby drobiowej oraz nasion fasoli szparagowej
przeprowadzono zgodnie z opisang wczesniej procedurag z wykorzystaniem metody
ekstrakcji rozpuszczalnikami (Cieslewicz i in., 2021) z odpowiednimi
modyfikacjami. Z zamrozonej uprzednio w -80°C watroby drobiowej zeskrobano
porcje tkanki skalpelem i odwazono po ok. 25 mg do eppendorféw (1,5 mL).
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W przypadku fasoli nasiona wytuskano z zamrozonych wczesniej w -80°C strakdw
i odwazono po ok. 25 mg do eppendorféw (1,5 mL). Do probek dodano 200 pL
buforu lizujacego (20 mM Tris pH 8.0, 20 mM NaCl, 20 mM EDTA pH 8,0, 1%
(w/v) SDS, 600 pg/mL proteinazy K) i zhomogenizowano zawartos¢ recznym
homogenizatorem (PelletMixer, VWR). Prébki inkubowano w 37°C przez 1,5 h
w celu umozliwienia optymalnego dziatania proteinazy K, inaktywacji nukleaz oraz
uwolnienia kwaséw nukleinowych z komorek, a nastepnie w 56°C przez 1,5 h
w przypadku watroby drobiowej lub przez 3 h w przypadku fasoli szparagowej,
w celu denaturacji biatek i oddzielenia ich od kwaséw nukleinowych. Po inkubacji
rozcienczono lizaty roztworem do rozcienczania (150 mM NaCl, 5 mM EDTA)
w stosunku 1:1 (v/v). Dodano mieszaning fenol/chloroform/alkohol izoamylowy
(25:24:1, viviv) do prébek w stosunku 1:1 (v/v) i worteksowano przez 30 s,
a nastepnie zwirowano (2 min, 13.000 rpm w przypadku watroby drobiowej lub
4 min, 13.000 rpm w przypadku fasoli szparagowej) w temperaturze pokojowej
w celu rozdzielenia faz. Fazy wodne (gorne), zawierajace kwasy nukleinowe,
przeniesiono do nowych eppendorféw (1,5 mL), dodano chloroform w stosunku 1:1
(v/v) i ponownie worteksowano przez kilka sekund, po czym probki zwirowano
(2 min, 13.000 rpm) w temperaturze pokojowej. Fazy wodne przeniesiono do
nowych eppendorfow (1,5 mL), dodano 5 M NaCl do osiagni¢cia koncowego
stezenia 250 mM NaCl i wymieszano (stosunek objetosciowy 5 M NaCl do fazy
wodnej = 1:19). Do prébek dodano dwie objetosci 99,8% etanolu, przeniesiono je
do 4°C (do lodowki) i pozostawiono na noc w celu wytragcenia DNA. Nastgpnego
dnia prébki zwirowano (30 min, 13.000 rpm, 4°C), supernatant odrzucono,
a wytragcony DNA przemyto zimnym 70% etanolem i ponownie zwirowano (10 min,
13.000 rpm, 4°C). Supernatant ostroznie usuni¢to za pomoca pipety, a wytrgcony
DNA pozostawiono do wyschnigcia na lodzie w komorze laminarnej. Po
catkowitym odparowaniu etanolu, DNA zawieszono w 310 pL buforu TE (10 mM
Tris pH 8,0, 1 mM EDTA) w przypadku watroby, lub w 210 uL w przypadku fasoli,
i pozostawiono w lodéwce do rozpuszczenia. Nastepnego dnia o0znaczono
spektrofotometrycznie czystos¢ i stezenie DNA w uzyskanych izolatach (NanoDrop

2000c, Thermo Scientific), a nastepnie probki przeniesiono do -20°C. lzolaty
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uzyskane z zastosowaniem ekstrakcji rozpuszczalnikami zostaty wykorzystane do
dalszych badan w hodowli komorkowe;j.

Izolacj¢ DNA przeprowadzono takze z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych
zestawOow. Do ekstrakcji DNA z watroby drobiowej zastosowano zestaw
NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel) przeznaczony do izolacji DNA z prébek
zywnosci. Tkanke zeskrobano skalpelem z zamrozonego kawatka miesa i odwazono
po ok. 25 mg do eppendorfow (1,5 mL). Po dodaniu buforu lizujacego
przeprowadzono homogenizacje probek za pomocag recznego homogenizatora
(PelletMixer, VWR). Nast¢pnie dodano proteinaze K w celu strawienia biatek
I inaktywacji nukleaz i inkubowano przez 30 min w temp. 65°C. Po zwirowaniu
pozostatosci tkanki, lizaty przeniesiono do nowych eppendorfow i dodano bufor
wigzacy DNA oraz etanol. Mieszaniny zworteksowano i naniesiono na kolumienki
wigzace DNA. Po zwirowaniu, kolumienki przeptukano buforami do przemywania.
DNA eluowano 100 pL podgrzanego do 70°C 5 mM buforu Tris/HCI o pH 8,5.
Czystos¢ i stezenie wyizolowanego DNA oznaczono spektrofotometrycznie
(NanoDrop 2000c, Thermo Scientific). Uzyskany materiat przeniesiono do -20°C.

Do izolacji DNA z nasion fasoli szparagowej wykorzystano komercyjnie
dostepny zestaw NucleoSpin® Plant Il (Macherey-Nagel) przeznaczony do izolacji
DNA z prdbek roslinnych. Z zamrozonych strakéw fasoli wytuskano nasiona
i odwazono po ok. 25 mg do eppendorfow (1,5 mL). Po dodaniu buforu lizujgcego
(bufor zawierajagcy CTAB lub SDS) przeprowadzono homogenizacje probek za
pomoca r¢cznego homogenizatora (PelletMixer, VWR). Nastepnie dodano RNaze A
w celu usuniecia obecnego w prébce RNA i inkubowano przez 30 min w temp.
65°C. W przypadku zastosowania buforu lizujagcego zawierajacego SDS, po
inkubacji do eppendorféw dodano octanu potasu i przeniesiono na 5 min na 16d
w celu catkowitego wytracenia detergentu. Wszystkie probki zwirowano,
a supernatanty poddano filtracji przy uzyciu kolumienek filtrujagcych. Nastepnie
dodano bufor wigzacy DNA, probki wymieszano na worteksie i naniesiono
mieszaniny na kolumienki wigzace DNA. Po zwirowaniu, kolumienki przeptukano
buforami do przemywania. DNA eluowano 2 x 50 yL podgrzanego do 65°C buforu

Tris/HCI (5 mM) o pH 8,5. Czystos¢ i stezenie wyizolowanego DNA oznaczono
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spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific). Uzyskany materiat

przeniesiono do -20°C.

3.4.6. Oznaczenie zawartosci suchej masy dla wybranych produktow

zywnosciowych

Zawarto$¢ suchej masy w watrobie drobiowej oraz nasionach fasoli szparagowej
oznaczono metoda wagowo-suszarkows. Okoto 1 g zhomogenizowanych préobek
umieszczono w wysuszonych i zwazonych naczynkach wagowych zawierajacych
piasek. Po utarciu prébek z piaskiem naczynka zwazono i przeniesiono do suszarki
(Binder). Probki suszono w temp. 105°C do statej masy. Oznaczenie dla kazdej
z prébek wykonano w trzech powtdrzeniach. Zawartos¢ suchej masy w probkach

obliczono z wykorzystaniem nastepujacego wzoru:

zawartos¢ suchej masy [%] = 100% - (m1-mz) x 100%/(m1-ms)
gdzie:
mz - masa naczynka z probka przed suszeniem [g],
m2 - masa naczynka z prébka po wysuszeniu [g],

m3 - masa naczynka bez prébki [g].
3.4.7. Elektroforeza agarozowa wyizolowanych kwaséw nukleinowych

Elektroforez¢ uzyskanych izolatow przeprowadzono w 1% zelu agarozowym.
W szklanej kolbie Erlenmeyera zmieszano 0,5 g agarozy (Basica LE) z 50 mL
buforu TBE i ogrzano w kuchence mikrofalowej do rozpuszczenia. Po ochtodzeniu
dodano 2 pL barwnika GelRed, catos¢ wymieszano i wylano zel do formy. Po
zastygnieciu umieszczono zel w aparacie do elektroforezy i zalano buforem TBE.
Izolaty (bez rozcienczania) wymieszano z buforem obcigzajacym (8 pL izolatu +
2 pL buforu) i naniesiono na zel, po 10 uL do studzienki. Dodatkowo na zel
naniesiono rowniez marker wielkosci DNA zawierajacy fragmenty od 100 do 10 000
pz. Elektroforez¢ prowadzono przez 1,5 h, 80 V w temp. pokojowej. Wizualizacje
elektroforegramu uzyskano w swietle UV z wykorzystaniem aparatu Gel Doc XR+

(BioRad) z oprogramowaniem Image Lab.
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3.5. Metody badawcze - czes¢ biologiczna
3.5.1. Prowadzenie hodowli komérkowej

W badaniach wykorzystywano ludzkie linie komodrkowe HT29 (komorki
gruczolaka jelita grubego), CCD 841 CoN (prawidtowe komdrki jelita grubego)
oraz HepG2 (komorki raka watrobowokomorkowego) pochodzace z kolekcji ATCC
(American Type Culture Collection). Hodowle prowadzono z zastosowaniem
odpowiednio pozywki McCoy’s 5A Medium Modified z dodatkiem penicyliny (100
U/mL) i streptomycyny (0,1 mg/mL), L-glutaminy (0,22 g/L) oraz FBS (10% (v/v))
dla linii HT29, Minimum Essential Medium Eagle z dodatkiem penicyliny (100 U/
mL) i streptomycyny (0,1 mg/mL), L-glutaminy (0,29 g/L) oraz FBS (10% (v/v))
dla linii CCD 841 CoN oraz Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose
z dodatkiem penicyliny (100 U/mL) i streptomycyny (0,1 mg/mL), L-glutaminy
(0,58 g/L) oraz FBS (10% (v/v)) dla linii HepG2. Komdrki w naczyniach
hodowlanych inkubowano w warunkach statej temperatury (37°C) w atmosferze
zawierajacej CO2 (5%) oraz wilgotnosci (95%). Morfologie komorek okresowo
kontrolowano przy uzyciu mikroskopu Juli TM Smart. Po otrzymaniu z ATCC,
komorki kontrolowano na obecnos¢ mykoplazmy z wykorzystaniem testow real-

time PCR.

3.5.2. Oznaczanie wpfywu nukleozydéw i ich mieszanin oraz
wyizolowanych kwaséw nukleinowych na wzrost komérek ludzkiego

ukfadu pokarmowego

W celu oznaczenia wptywu badanych nukleozydéw i ich mieszanin oraz
egzogennych wyizolowanych kwaséw nukleinowych na wzrost komorek HT29,
CCD 841 CoN i HepG2 przeprowadzono kolorymetryczny test MTT, ktdry opiera
si¢ na pomiarze aktywnosci przemian energetycznych zachodzacych
w mitochondriach zywych komérek. Oksydoreduktazy znajdujace sie
w mitochondriach redukujg rozpuszczalny w wodzie, zbétty bromek
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT) do nierozpuszczalnych

w wodzie, fioletowych krysztatow formazanu. llos¢ powstajacych krysztatow
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zwigzana jest z aktywnoscig redukcyjna komorek, dzieki czemu moze by¢
traktowana jako miara liczby zywych komorek.

Test MTT przeprowadzono zgodnie z procedurg stosowang uprzednio
(Baranowska i in., 2018) z niezbednymi modyfikacjami. Dla linii CCD 841 CoN
test wykonano jedynie dla wyizolowanych z produktow zywnosciowych kwasow
nukleinowych. Komérki zaszczepiono w dotkach transparentnych ptytek
96-dotkowych (5.000 komorek na dotek dla linii HT29 i HepG2, 10.000 komdrek na
dotek dla linii CCD 841 CoN), w objetosci 180 pL zawiesiny do dotka w przypadku
traktowania nukleozydami lub w 160 pL zawiesiny do dotka w przypadku
traktowania izolatami DNA, a nastepnie inkubowano przez 24 h w statych
warunkach (temperatura 37°C, stgzenie CO. 5%, wilgotnos¢ 95%), w celu
przyklejenia si¢ komoérek do dna studzienek. Przed zakonczeniem inkubacji
przygotowano wodne roztwory badanych nukleozyddéw, z ktérych po sterylizacji
przez filtracje (22 um, Millipore) wykonano rozcienczenia dziesietne oraz
sporzadzono mieszaniny. Koncowe st¢zenia zwigzkow wynosity odpowiednio
0,01 - 1000 uM dla A, dA, C, dC, U, T oraz 0,01 - 100 pM dla G i dG.
W mieszaninach st¢zenia poszczegdlnych zwigzkéw byty odpowiednio mniegjsze,
tak, aby sumaryczne st¢zenie zwigzkow wynosito od 0,01 do 1000 pM (dla
mieszanin bez G lub dG) lub od 0,01 do 100 uM (dla mieszanin zawierajacych G
lub dG). W przypadku wyizolowanego DNA, zmierzone stgzenia w ng/uL
przeliczono na stezenia molowe przyjmujac za mase molowa srednig mase
4 deoksynukleotydow (dAMP, dGMP, dCMP, TMP), ktéra wynosi 327 g/mol.
Izolaty zostaty rozcienczone buforem TE do otrzymania koncowych stezen
nukleotydow w zakresie 0,01 - 100 uM. Komorki traktowano przygotowanymi
roztworami (w objetosci 20 pL na dotek dla nukleozyddw i 40 pL na dotek dla
izolatow). Dodatkowo przygotowano hodowle kontrolng traktowana woda (dla
nukleozydéw) lub buforem TE (dla izolatow). Koncowa obje¢tos¢ ptynu
w pojedynczym dotku wynosita 200 pL. Komorki inkubowano z badanymi
zwigzkami przez 6, 24 i 72 h. Po okreslonym czasie, za pomoca aspiratora usunigto
ptyn znad komorek, a nastepnie dodano po 200 pL swiezej pozywki do kazdej ze

studzienek. Kazde traktowanie wykonano w 4 powtdrzeniach technicznych. Po 72 h
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do wszystkich dotkéw dodano 50 pL roztworu MTT o stezeniu 4 mg/mL
i inkubowano w statych warunkach hodowlanych przez 3,5 h. Po zakonczeniu
inkubacji, za pomocg aspiratora usuni¢to ptyn znad krysztatdw formazanu, ktére
rozpuszczono w 50 puL DMSO. Nastepnie, przy pomocy spektrofotometrycznego
czytnika ptytek UV/VIS Tecan Infinite M200, przeprowadzono pomiar absorbancji
roztworéw znajdujacych sie w poszczegblnych studzienkach (diugos¢ fali
A = 540 nm). Test wykonano w 3 powtorzeniach biologicznych. Wptyw badanych
zwigzkéw na wzrost komorek wyrazono jako % wzrostu komorek traktowanych
nukleozydami lub izolatami w stosunku do traktowanych woda lub buforem TE
komorek kontrolnych, ktorych wzrost przyjeto za 100%. Na podstawie obliczonych
wartosci ,,% kontroli” przygotowano wykresy przedstawiajgce zalezno$¢ wzrostu
komorek od czasu ekspozycji oraz stezenia danego zwigzku (tzw. krzywe
przezycia). Dla linii HT29 oraz HepG2 wyniki przedstawiono réwniez w postaci
tzw. indekséw przezywalnosci, ktére definiuje si¢ jako suma pdl powierzchni pod

Krzywymi przezycia.

3.5.3. Oznaczanie wpfywu nukleozydéw i ich mieszanin oraz
wyizolowanych kwasow nukleinowych na wzrost komérek HT29

i HepG2 z zaburzong syntezg replikacyjng DNA

W celu zbadania zdolnosci komoérek do wykorzystania egzogennych
nukleozyddéw i egzogennych wyizolowanych kwaséw nukleinowych w syntezie
DNA przeprowadzono zmodyfikowany test MTT. Synteza DNA w komorkach
zostata zablokowana poprzez dodanie hydroksymocznika (HU), ktéry jest
inhibitorem reduktazy rybonukleotydowej - enzymu odpowiedzialnego za redukcje
difosforandéw rybonukleozydow do difosforanow deoksyrybonukleozydéw (Kunos
i in., 2011). Komdrki zaszczepiono w dotkach transparentnych ptytek 96-dotkowych
(5.000 komérek na dotek), w objetosci 160 pL zawiesiny do dotka w przypadku
traktowania nukleozydami lub w 150 pL zawiesiny do dotka w przypadku
traktowania izolatami DNA, a nastepnie inkubowano przez 24 h w statych
warunkach (temperatura 37°C, stgzenie CO: 5%, wilgotnos¢ 95%), w celu
przyklejenia sie¢ komdrek do dna studzienek. Przed zakonczeniem inkubacji

przygotowano wodne roztwory badanych zwiazkoéw oraz hydroksymocznika,
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z ktérych po sterylizacji przez filtracje (22 um, Millipore) wykonano rozcienczenia
dziesietne i sporzadzono mieszaniny. Koncowe stezenia zwigzkOw wynosity
odpowiednio 1 - 100 uM, a hydroksymocznika 1 i 50 mM. W mieszaninach stezenia
poszczegblnych nukleozwiazkéw byty odpowiednio mniejsze, tak, aby sumaryczne
stezenie zwiagzkdéw wynosito od 1 do 100 pM. lzolaty DNA przygotowano
analogicznie jak do testu MTT otrzymujac stezenia koncowe w zakresie 1 - 100 pM.
Komorki traktowano hydroksymocznikiem (20 pL na dotek dla nukleozydow
i 10 uL dla izolatéw) i natychmiast badanymi zwigzkami (20 uL na dotek dla
nukleozydéw i 40 uL na dotek dla izolatéw). Dodatkowo przygotowano kontrole
z woda (40 pL na dotek) dla nukleozyddw lub z buforem TE (40 pL buforu TE i 10
uL wody) dla izolatéw oraz kontrole z hydroksymocznikiem (20 L HU i 20 L
wody na dotek dla nukleozydow oraz 10 pL HU i 40 uL buforu TE na dotek dla
izolatow). Koncowa objetos¢ ptynu w pojedynczym dotku wynosita 200 pL.
Komorki inkubowano z badanymi zwigzkami przez 24 i 72 h z dodatkiem 1 mM lub
50 mM HU. Po okreslonym czasie, za pomocag aspiratora usuni¢to ptyn znad
komérek, a nastepnie dodano po 200 pL swiezej pozywki do kazdej ze studzienek.
Kazde traktowanie wykonano w 3 powtdrzeniach technicznych. Po 72 h do
wszystkich dotkow dodano 50 pL roztworu MTT o stezeniu 4 mg/mL i inkubowano
w statych warunkach hodowlanych przez 3,5 h. Po zakonczeniu inkubacji za
pomocg aspiratora usunigto ptyn znad krysztatow formazanu, ktore rozpuszczano
w 50 puL DMSO. Nastepnie, przy pomocy spektrofotometrycznego czytnika ptytek
UV/VIS Tecan Infinite M200, przeprowadzono pomiar absorbancji roztworéw
znajdujacych sie w poszczeg6lnych studzienkach (dtugos¢ fali A = 540 nm). Test
wykonano w 3 powtdrzeniach biologicznych. Wptyw badanych zwiazkdw na wzrost
komorek wyrazono jako % wzrostu komorek traktowanych nukleozydami lub
izolatami DNA i hydroksymocznikiem w stosunku do traktowanych woda lub
buforem TE komorek kontrolnych, ktorych wzrost przyjeto za 100%. Na podstawie
obliczonych wartosci ,,% kontroli” przygotowano wykresy przedstawiajace
zaleznos¢ wzrostu komdrek od czasu ekspozycji oraz stezenia danego zwiazku (tzw.

krzywe przezycia). Wyniki przedstawiono roéwniez w postaci tzw. indeksow
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przezywalnosci, ktore definiuje sie jako suma po6l powierzchni pod krzywymi

przezycia.

3.5.4. Oznaczanie wpfywu nukleozydéw i ich mieszanin oraz
wyizolowanych kwasow nukleinowych na zdolnosé¢ naprawy DNA

komorek HT29 z zaburzong syntezg naprawczg DNA

W celu zbadania zdolnosci komoérek do wykorzystania egzogennych
nukleozydow i egzogennych wyizolowanych kwaséw nukleinowych do naprawy
wiasnego DNA przeprowadzono test kometowy. Naprawa DNA w komorkach
zostata ograniczona poprzez dodanie kofeiny, ktdra jest inhibitorem tego procesu
(Sabisz i Sktadanowski, 2008). Komorki zaszczepiono na transparentnych ptytkach
24-dotkowych (100.000 komorek na dotek), po 1,6 mL zawiesiny do dotka,
a nastepnie inkubowano przez 24 h w statych warunkach (temperatura 37°C,
stezenie CO2 5%, wilgotnos¢ 95%), w celu przyklejenia si¢ komdrek do dna
studzienek. Nastepnie komdrki traktowano kofeing (100 uL na dotek; koncowe
stezenie 1 mM) i inkubowano przez 24 h. Po tym czasie przygotowano roztwor
nadtlenku wodoru, ktérym traktowano komorki (100 pL na dotek; koncowe stezenie
300 uM) przez 1 h, a nastepnie dodawano roztwory nukleozyddéw i ich mieszanin
lub izolatow kwasow nukleinowych (200 pL na dotek) przygotowanych
analogicznie jak w punkcie 3.5.3, w takim samym zakresie stg¢zen, i inkubowano
przez 3 h. Przygotowano réwniez kontrole, gdzie komorki traktowano woda (dla
nukleozydow i ich mieszanin) lub buforem TE (dla izolatow kwasdw nukleinowych)
w miejsce badanych zwigzkdéw. Dodatkowo przygotowano komorki traktowane
jedynie nadtlenkiem wodoru lub kofeing. Koncowa objetos¢ ptynu w pojedynczym
dotku wynosita 2 mL. Po zakonczeniu inkubacji ptytke z komdrkami umieszczono
na lodzie, komarki z poszczegolnych dotkow zeskrobano skrobakiem i przeniesiono
po 1 mL zawiesiny do eppendorfow. Zawiesing zwirowano (5 min, 4000 g, 4°C),
supernatant usunieto, a komdrki przeptukano 1 mL zimnego (4°C) buforu PBS
i ponownie zwirowano (10 min, 4000 g, 4°C). Supernatant usunieto, pozostawiajac
ok. 50 pL ptynu w eppendorfach. Komorki rozpipetowano, 30 pL zawiesiny
wymieszano z 150 pL 0,5% (w/v) roztworu agarozy LMP termostatowanej

uprzednio w 40°C i natychmiast naniesiono po dwie 30 pL krople mieszaniny na
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szkietka podstawowe pokryte 1% (w/v) roztworem agarozy NMP, a nastepnie
przykryto szkietkami nakrywkowym. Szkietka od razu przeniesiono na 16d w celu
zestalenia si¢ zelu agarozowego. Po ok. 10 min usunigto szkietka nakrywkowe,
a szkietka podstawowe z zelami agarozowymi umieszczono w zimnym (4°C)
roztworze lizujgcym AB w celu usunigcia bton i rozpuszczalnych sktadnikow
komérek i przeniesiono do lodéwki (4°C). Nastepnego dnia szkietka umieszczono
w aparacie wypetnionym zimnym (4°C) buforem elektroforetycznym, inkubowano
przez 30 min w ciemnosci w celu rozwinigcia chromatyny i poddano elektroforezie
(26 V, 300 mA, 30 min). Szkietka z zelami agarozowymi ptukano dwukrotnie
w buforze PBS, wodzie oraz w 70% (v/v) etanolu (kazde ptukanie 5 min w 4°C)
i pozostawiono do catkowitego wyschniecia. Preparaty barwiono przez 30 min
w zimnym (4°C) roztworze barwnika SYBR Green bez dost¢pu $wiatla, a nastepnie
ptukano przez 10 min w wodzie w tych samych warunkach. Po tym czasie zele
przykryto szkietkami nakrywkowymi, a immobilizowane w nich jadra komorkowe
poddano analizie za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego (Zeiss Axio Imager.Z2)
sprzezonego z oprogramowaniem Metafer 4. Komety obserwowano pod 50-krotnym
powickszeniem. Wybarwione preparaty analizowano z wykorzystaniem
oprogramowania Comet Score, a w kazdej analizie uwzgledniano po 100 kolejnych

obiektow na pojedynczym zelu.
3.6. Analiza statystyczna

Wszystkie przedstawione wyniki liczbowe sg wyrazone jako srednie z trzech
niezaleznych eksperymentéw + odchylenia standardowe (SD), o ile nie podano
inaczej. Statystycznie istotne réznice w testach in vitro wyznaczono za pomoca
jednokierunkowej analizy wariancji (one way ANOVA) z testem Tukey’a (p < 0,05)
lub z testem Dunnetta (p < 0,05) odpowiednio dla indekséw przezywalnosci

wyznaczonych w tescie MTT oraz dla testu kometowego.
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4. WYNIKI

Badania przeprowadzone w ramach niniejszego projektu doktorskiego zostaty
podzielone na dwa bloki badawcze. Pierwszy z nich dotyczyt charakterystyki
kwaséw nukleinowych w réznych produktach zywnosciowych. Wybér produktow
do badan przeprowadzono w taki sposob, aby mozliwe byto poréwnanie tkanek
jadalnych:

- w obrebie jednego rodzaju organizmu (migsnie piersi i uda oraz watroba kury),

- pomigdzy réznymi krolestwami (tkanki roslinne, zwierzece, grzybowe),

- na roznych etapach rozwoju i petnigcych rézne funkcje (nasiona fasoli
szparagowej, bulwa ziemniaka, bulwa kalarepy, zgrubiaty ogonek lisciowy selera
naciowego).

Metodologie badawczg zaprojektowano w oparciu 0 opracowany w Katedrze

Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci zestaw metod pozwalajacych na

analize kwasow nukleinowych w zywnosci (Cieslewicz i in., 2021). | tak, w celu

wizualizacji in situ omawianych czasteczek w produktach zywnosciowych
zastosowano technike bloczkow parafinowych. Uzyskane preparaty mikroskopowe
wybarwiono eozyna Y, ktora nadaje biatkom cytoplazmatycznym barwe rézowa,
oraz hematoksyling, barwigca kwasy nukleinowe na niebiesko (tzw. barwienie
podstawowe). W celu selektywnego wybarwienia jader komoérkowych obecnych

w badanych produktach zastosowano takze barwniki fluorescencyjne SYBR Green |

oraz Hoechst 33342, wigzace sie z kwasami nukleinowymi w komorce. Mozliwosci

wizualizacji kwasow nukleinowych w stosunku do wczesniejszych badan

(Cieslewicz i in., 2021) rozszerzono o przygotowanie preparatdbw mikroskopowych

z wykorzystaniem kriostatu, jako metody potencjalnie szybszej w stosunku do

techniki bloczkow parafinowych i umozliwiajgcej pomini¢cie etapu utrwalania

probek. Do oznaczenia integralnosci i wielkosci czasteczek DNA obecnych

w wymienionych produktach zywnosciowych, tak jak uprzednio, zastosowano

techniki elektroforetyczne (Cieslewicz i in., 2021). W celu okreslenia stopnia

fragmentacji kwaséw nukleinowych znajdujacych sie w produktach zywnosciowych
zastosowano elektroforeze pojedynczych komdrek, czyli tzw. test kometowy, ktory

jest powszechnie uzywany do badania genotoksycznosci zwigzkéw chemicznych,
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a w analizie zywnosci rekomendowany do wykrywania napromieniania produktow
zywnosciowych. Przeprowadzono rowniez izolacje kwasow nukleinowych oraz
oznaczenie suchej masy badanych produktow w celu ilosciowego oszacowania
zawartosci omawianych bioczasteczek. Dla porownania profili fragmentacji kwasow
nukleinowych pochodzacych z roznych produktéw zywnosciowych wykonano
elektroforeze agarozowg uprzednio otrzymanych izolatow.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w czgsci analitycznej, do dalszych badan
biologicznych wybrano jako modelowe zrodta pokarmowych kwasow
nukleinowych jeden produkt zywnosciowy pochodzenia zwierzecego - watrobe
drobiows - oraz jeden produkt pochodzenia roslinnego - fasolg szparagows.

Drugi blok badawczy skupiat sie na ocenie potencjalnie odzywczej roli kwaséw
nukleinowych i ich pochodnych obecnych w zywnosci, ze szczegélnym naciskiem
na wptyw omawianych czasteczek na komdrki ludzkiego przewodu pokarmowego.
Jako podstawowy model do badan biologicznych wybrana zostata linia ludzkich
komorek gruczolaka jelita grubego (HT29), ktéra jest jedng z najpowszechnigj
wykorzystywanych linii w badaniach nad zywnoscia (Krishna i Gopalakrishnan,
2016). Komorki te nasladuja nabtonek przewodu pokarmowego majacy bezposredni
kontakt z trawionym pokarmem, a wiec takze z kwasami nukleinowymi
znajdujacymi si¢ w zywnosci. Nabtonek jelita nalezy do najszybciej regenerujacych
si¢ tkanek w organizmie, w przypadku ktorej pojedyncza warstwa komorek jest
catkowicie odnawiana co 3-5 dni (Rath i Haller, 2022). Wiaze sie to m.in. z duzym
zapotrzebowaniem energetycznym oraz na skladniki budulcowe. Wzmozony
metabolizm komdrek nowotworowych zwigzany z intensywnym wzrostem oraz
podziatami powoduje, ze ich zapotrzebowanie na sktadniki odzywcze jest jeszcze
wicksze (Nenkov i in., 2021). Dzieki temu stanowig one idealny model do badania
zdolnosci wykorzystania pochodzacych z diety kwasow nukleinowych i wstgpnego
wnioskowania 0 potencjalnym znaczeniu odzywczym omawianych czasteczek.
Badania te uzupetniono doswiadczeniami przeprowadzonymi z wykorzystaniem
normalnej ludzkiej linii CCD 841 CoN, bedacej niestransformowanym

odpowiednikiem komérek HT29.
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Strawione skladniki pokarmowe, ktore przenikaja przez bariere jelitows,
transportowane sg z naczyn witosowatych do zyty wrotnej, a dalej do watroby,
z ktorej krew ptynie do serca i jest rozprowadzana do pozostatych narzadéw (Reece
i in., 2016). Watroba odgrywa kluczowa role w homeostazie nukleozydéw
w organizmie, poniewaz odpowiada za ich produkcje i dostarczanie do tkanek
i komorek, ktére nie posiadajg szlakow biosyntezy de novo (Young i in., 2013).
Poniewaz watroba jest nie tylko odbiorca wchianianych z pokarmu produktow
trawienia kwasow nukleinowych, ale rowniez miejscem produkcji nukleozyddw
i ich dystrybutorem do innych narzaddw, do czesci badan wykorzystano takze linie
ludzkich komorek raka watrobowokomorkowego (HepG2).

Pierwszym etapem badan biologicznych prowadzonych z uzyciem
wymienionych modeli in vitro byto sprawdzenie wptywu kwaséw nukleinowych
wyizolowanych z fasoli szparagowej i watroby drobiowej oraz pojedynczych
nukleozydow na wzrost komérek wybranych linii za pomocg testu MTT. Komdrki
jelita maja kontakt zaréwno z kwasami nukleinowymi pochodzacymi z zywnosci,
jak i z produktami ich trawienia, natomiast do komorek watroby trafiaja one gtownie
w formie nukleozydow. Istnieja jednak doniesienia wskazujace na obecnosé
w watrobie dtuzszych fragmentow kwaséw nukleinowych pochodzenia
zywieniowego (Chowdhury i in., 2004; El-Sanhoty i in., 2006; Guertler i in., 2008;
Ran i in., 2009). Z tego wzgledu ocena wptywu izolatdow kwasow nukleinowych, jak
i pojedynczych nukleozyddw, zostata przeprowadzona zaréwno dla komorek jelita,
jak i watroby. W przypadku wyizolowanych kwaséw nukleinowych test MTT
przeprowadzono takze dla nienowotworowych ludzkich komoérek jelita grubego
(CCD 841 CoN) w celu poréwnania wynikéw z uzyskanymi dla nowotworowego
odpowiednika (HT29). Poniewaz tempo wzrostu oraz podziatbw komdrkowych
prawidtowej linii jest zdecydowanie nizsze niz komdrek nowotworowych oraz
ulegaja one starzeniu wskutek skracania si¢ telomeréw podczas podziatdw
komorkowych (Nestor i in., 2001; Verma 2014), dla pozostatych prébek oraz testow
badania prowadzono jedynie na liniach nowotworowych.

Kolejnym krokiem badawczym byto sprawdzenie zdolnosci komdrek przewodu

pokarmowego do wykorzystania egzogennych kwaséw nukleinowych i ich

66


http://mostwiedzy.pl

AN\ MOST

pochodnych w sytuacji uposledzonej syntezy replikacyjnej DNA. W tym celu
zmodyfikowano test MTT poprzez zastosowanie hydroksymocznika, ktory jest
czynnikiem zaburzajacym wspomniany proces. Hydroksymocznik blokuje dziatanie
reduktazy rybonukleotydowej odpowiedzialnej za redukcje difosforanéw
rybonukleozydow do difosforandw deoksyrybonukleozydow (Kunos i in., 2011).
Tym samym ogranicza produkcje de novo prekursorow DNA w komérce. Poniewaz
synteza DNA jest niezbedna do proliferacji, zastosowanie testu MTT w obecnosci
hydroksymocznika miato na celu okreslenie zdolnosci komoérek do
wykorzystywania egzogennych zrddet deoksyrybonukleozydéw, w tym kwaséw
nukleinowych wyizolowanych z produktow zywnosciowych. Dla komorek linii
HT29, jako gtéwnego modelu badawczego, sprawdzono takze mozliwosé
wykorzystania egzogennych kwasow nukleinowych oraz nukleozyddéw do naprawy
wiasnego materiatu genetycznego w obecnosci kofeiny. Kofeina jest zwigzkiem
zaburzajacym proces naprawy DNA na wielu ptaszczyznach, wpltywa m.in. na
bezposrednia inhibicje enzymow zaangazowanych we wspomniany proces, moze
interkalowa¢ w tancuchy DNA (a przez to maskowa¢ uszkodzenia lub zakidcaé ich
rozpoznawanie) oraz wptywa¢ na cykl komorkowy (Sabisz i Sktadanowski, 2008).
W celu okreslenia zdolnosci komdérek do wykorzystywania badanych zwigzkéw do
naprawy wiasnego DNA w sytuacji narazenia na czynnik genotoksyczny (H203)
przy jednoczesnym uposledzeniu systemdw naprawczych wywotanym obecnoscig

kofeiny wykorzystano test kometowy.

4.1. Wizualizacja kwasow nukleinowych w wybranych produktach
Zywnosciowych

Technika bloczkéw parafinowych, powszechnie stosowana w badaniach
histopatologicznych, zostata zaadaptowana do przygotowania preparatéw
mikroskopowych z prébek zywnosci réznego pochodzenia w celu szacunkowej
oceny wstepnej zawartosci kwasow nukleinowych wystepujacych w tkankach
jadalnych. Dzigki uprzejmosci Pani prof. dr hab. Matgorzaty Kozieradzkiej-
Kiszkurno z Katedry Cytologii i Embriologii Roslin Uniwersytetu Gdanskiego
przygotowane bloczki parafinowe zostaly pocigte przy pomocy mikrotomu na

skrawki, z ktorych nastepnie wykonano preparaty mikroskopowe. Barwienie
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roznymi rodzajami barwnikow umozliwito wizualizacje kwasdéw nukleinowych in
situ w tkankach wybranych produktow zywnosciowych.

Na zdjeciach preparatdw przekroju poprzecznego migsni piersi (rys. 3A) oraz na
fotografiach preparatow przekroju podtuznego miesni uda kury (rys. 3B) widoczne
sg liczne jadra komorkowe wielojadrzastych miocytow. Sg one charakterystycznie
dla tkanki poprzecznie prazkowanej szkieletowej zlokalizowane na obrzezach
komdrek. Dlatego na rys. 3B. zauwazy¢ mozna typowe dla witokien miesniowych
rozmieszczenie jader komorkowych, ktore wystepuja obok siebie, tuz pod btona
komorkowsa. Dodatkowo, widoczne sa prazki tworzone przez elementy kurczliwe
zwane sarkomerami, skladajace si¢ z filamentow aktyny i miozyny (Cui i in.,
2011a). Przekrdj watroby — organu zbudowanego w duzej czesci z wielokatnych
komorek zwanych hepatocytami — przedstawiony jest na rys. 4A. Na zdjeciach
widoczne sg jadra komorkowe, ktorych ilos¢ przypadajaca na cm2 zdjecia preparatu
tkanki (przy powigkszeniu 200x) jest znacznie wieksza w poréwnaniu z tkanka
budujaca migsnie uda i piersi kury. Sugeruje to duze zageszczenie komorek, a wiec
I jadrowego materiatu genetycznego znajdujacego si¢ w tkance watroby, co moze
wigzac¢ si¢ z licznymi funkcjami petnionymi przez ten organ i jego zdolnoscia do
regeneracji. Na rys. 4B., przedstawiajacym zdjecia preparatow mikroskopowych
nasion fasoli szparagowej, widoczne sg jadra komdrkowe znacznych rozmiaréw,
ktore zajmuja duza cz¢s¢ komdrki. Rozmiar jader oddaje fakt duzego genomu roslin
straczkowych, a wiec i wysokiej zawartosci kwaséw nukleinowych (dla poréwnania
rozmiar genomu grochu zwyczajnego wynosi ok. 4,45 Gb (Yang i in., 2022), a kury
domowej ok. 1,2 Gb (Kasai i in., 2012)). Rozmiar jader, ale i komorek, jest wigkszy
niz w przypadku watroby, co wiaze si¢ jednoczesnie z mniejsza gestoscig komdrek
w nasionach fasoli.

Na rys. 5. znajduja si¢ zdjecia preparatow wykonanych z kalarepy (rys. 5A, 5B),
selera naciowego (rys. 5C) oraz ziemniaka (rys. 5D, 5E, 5F,). Obecnos¢ $ciany
komorkowej w produktach roslinnych utrudnia wiasciwa penetracje zastosowanych
barwnikbw do wnetrza komdrek, co nie zawsze pozwala na obserwacje
rozmieszczenia kwasdéw nukleinowych in situ. Na fotografiach preparatéw bulwy

ziemniaka barwionych eozyna Y i hematoksyling oraz fluorochromem Hoechst
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33342 (rys. 5D, 5E) widoczne sa ziarna skrobi, ktora stanowi materiat zapasowy
rosliny. Uzyskane zdjecia wskazujg réwniez na czesciowy rozpad tkanek (brak
widocznych komorek uporzadkowanych w struktury tkankowe), co moze oznaczac,
ze zastosowana metoda utrwalania prébek nie jest uniwersalna dla produktow
pochodzenia roslinnego. Ponadto w przypadku barwnika fluorescencyjnego
prawdopodobnie nastgpito niespecyficzne wigzanie tej substancji do innych
sktadnikow komorki (rys. 5E - ziarna skrobi wybarwione fluorochromem Hoechst
33342 wykazujagce fluorescencj¢), co utrudnito wybarwienie i wizualizacje
materialu genetycznego, mimo zastosowania metody zaleconej do przygotowania
preparatoéw roslinnych.

Zdjecia preparatow uzyskanych z pieczarek, nalezacych do odrebnego krolestwa
grzybow, znajduja si¢ na rys. 6. Zastosowanie barwnika fluorescencyjnego SYBR
Green umozliwito wizualizacje jader komorkowych znajdujacych sie w badanym
produkcie zywnosciowym (rys. 6C). Duza ilos¢ materiatu genetycznego, jaka mozna
zaobserwowaé w preparacie, zwigzana jest ze zdolnoscig grzybow do szybkiego
wzrostu. Na fotografiach preparatdbw barwionych eozyng Y i hematoksyling (rys.
6A) widoczne sa rozlegte struktury, ktore przy zastosowaniu fluorochromu Hoechst
33342 wykazujg silng fluorescencje (rys. 6B). Poniewaz elementem $ciany
komodrkowej, ktory odroznia komoérke grzybowg od roslinnej, jest chityna,
wykonano dodatkowy preparat zawierajacy ten polisacharyd. Barwienie Hoechst
33342 potwierdzito mozliwo$¢ niespecyficznego wiagzania sie barwnika z tym
sktadnikiem $ciany komorkowej, co mozna zaobserwowaé¢ w postaci niebieskiej
fluorescencji chityny na rys. 7.

Dzieki uprzejmosci Pana prof. dr hab. inz. Pawta Sachadyna z Laboratorium
Biotechnologii Regeneracyjnej Politechniki Gdanskiej przygotowano preparaty
z surowej watroby drobiowej oraz konserwowej fasoli szparagowej takze
z wykorzystaniem kriostatu. Na rys. 8 porownano obrazy mikroskopowe uzyskane
dla preparatow otrzymanych technika bloczkow parafinowych oraz technika
kriosekcji. Obie metody umozliwity wizualizacje kwasow nukleinowych
w badanych produktach zywnosciowych a jakos¢ uzyskanych preparatow jest

porownywalna. Integralnos¢ tkanek zostata zachowana zaréwno w przypadku
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produktu pochodzenia zwierzecego (rys. 8), jak i roslinnego (rys. 9). Na zdjeciach
tkanek uzyskanych technika kriosekcji widoczne komorki sg nieznacznie wieksze
niz w przypadku preparatow parafinowych, szczeg6lnie dla konserwowej fasoli
szparagowej (rys. 9). Procedura przygotowania produktéw zywnosciowych do
zatopienia w parafinie obejmowata etap utrwalania prébek z zastosowaniem
rozpuszczalnikéw organicznych, co powodowato usuniecie wody z tkanek.
W przypadku kriosekcji nie ma potrzeby odwadniania, przez co widoczne na
zdjeciach, uwodnione komorki, sa wigksze niz na fotografiach preparatow
parafinowych.

Wyniki uzyskane zaréwno dla produktow pochodzenia zwierzecego, jak i dla
produktu roslinnego oraz przedstawiciela grzybow pozwolity na wizualizacje DNA
w postaci jader komdrkowych w wybranych tkankach pochodzacych z trzech
roznych krolestw. Zaobserwowaé¢ mozna roznice zaréwno pod wzgledem
rozmieszczenia jader, jak i ich wielkosci oraz ilosci przypadajacej na cm? zdjecia
preparatu tkanki. Jednak we wszystkich tkankach, niezaleznie od pochodzenia, jadra
komorkowe zachowuja zwarta strukturg¢ i nie sa widoczne ich uszkodzenia.
Struktura jadra zostata zachowana takze w przypadku produktu poddanego dziataniu
wysokiej temperatury (konserwowa fasola szparagowa), dla ktérego czas od zbioru
do analizy byt diuzszy niz dla $wiezych tkanek. Swiadczy to o wysokiej stabilnosci
organellum zawierajagcego DNA oraz odpornosci tej struktury komorkowej na
przechowywanie oraz obrobke zywnosci. Obecnos¢ materialu genetycznego
w postaci jader komorkowych w produktach zywnosciowych uzasadnia
wystepowanie w przewodzie pokarmowym licznych enzymdw trawigcych kwasy
nukleinowe, ktére umozliwiajag rozklad omawianych biopolimeréw do formy
pozwalajacej na ich wchianianie z jelita. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage, ze
w zastosowanej metodologii nie uwzgledniono barwnikéw pozwalajacych na
wizualizacj¢ RNA, ktorego zawartos¢ moze by¢ nawet kilkukrotnie wigksza niz
DNA (Yeung i Leung, 2013; Bhat i in., 2020). Sugeruje to duzy udziat kwasow
nukleinowych w stosunku do pozostatych sktadnikéw komdrki. Sktadniki te sa

trawione i wechianiane w przewodzie pokarmowym, natomiast ich znaczenie
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zywieniowe jest tylko w niewielkim stopniu przedmiotem badan, co omdwiono

w podrozdziale 1.2 czgsci teoretycznej.

Rys. 3. Zdjecia preparatow mikroskopowych migséni piersi kury (A) oraz miesni uda kury (B)
wybarwionych odpowiednio eozyna Y i hematoksyling (1) w celu wizualizacji struktur komérkowych,
barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342 (2) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green
(3) w celu wizualizacji jader komdrkowych. Czerwone strzatki wskazuja przyktadowe wybarwione
jadra komérkowe.
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Rys. 4. Zdjecia preparatow mikroskopowych watroby drobiowej (A) oraz fasoli szparagowej (B)
wybarwionych odpowiednio eozyng Y i hematoksyling (1) w celu wizualizacji struktur komdrkowych,
barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342 (2) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green
(3) w celu wizualizacji jader komoérkowych. Czerwone strzatki wskazujg przyktadowe wybarwione
jadra komérkowe.
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Rys. 5. Zdjecia preparatow mikroskopowych kalarepy (A, B), selera naciowego (C) oraz ziemniaka
(D, E, F) wybarwionych eozyna Y i hematoksyling (A, C, D) w celu wizualizacji struktur
komorkowych, barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342 (E) oraz barwnikiem fluorescencyjnym
SYBR Green (B, F) w celu wizualizacji jader komdrkowych.
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Rys. 6. Zdjecia preparatow mikroskopowych pieczarki wybarwionych odpowiednio eozyng Y
ihematoksyling (A) w celu wizualizacji struktur komdrkowych, barwnikiem fluorescencyjnym
Hoechst 33342 (B) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green (C) w celu wizualizacji jader
komérkowych.
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Rys. 7. Zdjecie preparatu mikroskopowego chityny wybarwionego barwnikiem fluorescencyjnym
Hoechst 33342.
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Rys. 8. Zdjecia preparatéw mikroskopowych watroby drobiowej przygotowanych z wykorzystaniem
techniki bloczkéw parafinowych (A) oraz kriosekcji (B) wybarwionych odpowiednio eozyng Y
i hematoksylina (1) w celu wizualizacji struktur komérkowych, barwnikiem fluorescencyjnym
Hoechst 33342 (2) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green (3) w celu wizualizacji jader
komérkowych.
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Rys. 9. Zdjecia preparatow mikroskopowych konserwowej fasoli szparagowej przygotowanych
z wykorzystaniem techniki bloczkéw parafinowych (A) oraz kriosekcji (B) wybarwionych
odpowiednio eozyng Y i hematoksyling (1) w celu wizualizacji struktur komérkowych, barwnikiem
fluorescencyjnym Hoechst 33342 (2) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green (3) w celu
wizualizacji jader komoérkowych.
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4.2. Ocena stopnia fragmentacji kwasoéw nukleinowych izolowanych

z produktéw zywnosciowych z wykorzystaniem testu kometowego

Zastosowanie techniki bloczkéw parafinowych uwidocznito obecnosé licznych
jader komorkowych w badanych produktach zywnosciowych. Wystepowanie
materialu genetycznego w takiej formie pozwolito na zastosowanie elektroforezy
pojedynczych komorek, tzw. testu kometowego, do oceny stopnia fragmentacji
DNA znajdujacego si¢ w jadrach komorkowych badanych tkanek jadalnych.
Standardowo test ten wykorzystywany jest m.in. w badaniach genotoksycznosci
zwiazkéw chemicznych, biotycznych i abiotycznych czynnikéw stresu
powodujacych oksydacyjne uszkodzenia materialu genetycznego, badaniach
ekotoksykologicznych (Ventura i in., 2013), a takze do wykrywania napromieniania
zywnosci (PNEN 13784:2003). W moim przypadku zastosowanie tej metody
umozliwito poréwnanie stopnia fragmentacji oraz uszkodzen kwasoéw nukleinowych
w jadrach komorkowych badanych surowych produktow zywnosciowych.

Wykres na rys. 10. przedstawia srednig zawartos¢ procentowa DNA w ogonach
komet, natomiast wykres na rys. 11 srednig dtugos¢ ogona komet oznaczong dla
poszczegoblnych prébek. Parametr % DNA w ogonie wskazuje, jaka cz¢s¢ materiatu
genetycznego znajdujacego sie w jadrze ulegta fragmentacji, a dtugos¢ ogona méwi
0 tym, w jakim stopniu kwasy nukleinowe w nim obecne zostaty pofragmentowane.
Diuzszy ogon bedzie $wiadczyt o obecnosci krétszych fragmentdw DNA
w komorkach budujacych badane tkanki. Powodem fragmentacji moze by¢
obecnos¢ w zywnosci endogennych nukleaz, ktérych aktywnos$¢ nie zostata
zatrzymana np. w wyniku obrébki termicznej. Natomiast narazenie produktow
zywnosciowych na dziatanie czynnikow uszkadzajacych DNA (np. termiczna
obrobka kulinarna przy dostepie tlenu, ekspozycja na czynniki mutagenne takie jak
napromieniowanie zywnosci) moze skutkowaé¢ pojawieniem sie Kkrotszych
fragmentéw bedacych wynikiem chemicznych uszkodzen jadrowego materiatu

genetycznego.
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Rys. 10. Wyniki testu kometowego wyrazone jako procentowa zawartos¢ DNA w ogonach komet
oznaczona dla poszczeg6linych probek badanych produktow zywnosciowych. Wyniki sa srednia
z 4 powtorzen uwzgledniajacych 100 kolejnych komet dla kazdego powtorzenia.
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Rys. 11. Wyniki testu kometowego wyrazone jako dtugosci ogonéw komet oznaczone dla
poszczegolnych prébek badanych produktéw zywnosciowych. Wyniki sg §rednig z 4 powtorzen
uwzgledniajgcych 100 kolejnych komet dla kazdego powtérzenia.

W przypadku badanych prébek najwieksze roznice w uzyskanych wynikach
widoczne sg pomiedzy materiatem genetycznym tkanek zwierzgcych i roslinnych.
Stopien fragmentacji DNA w jadrach miocytow pochodzacych z piersi i uda kury
jest zblizony i oscyluje w granicach 50% DNA w ogonie (rys. 10). Wartos¢ ta
pokrywa si¢ z wynikami uzyskanymi przez Cieslewicz i wsp. dla schabu

wieprzowego i prawdopodobnie wigze sie z dziataniem endogennych nukleaz, ktore
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moga by¢ weciaz aktywne w surowym migsie (Cieslewicz i in., 2021). Diugosci
ogondéw komet dla obu produktow wynoszg ok. 100 um i sa kilkukrotnie wigksze
niz te zaobserwowane w badaniach tkanek roslinnych (rys. 11), co $wiadczy
0 obecnosci krotszych fragmentow materiatu genetycznego w badanym migsie.
Najwicksza degradacje DNA stwierdzono w przypadku jader watroby drobiowej,
gdzie nie sa nawet widoczne gtowy komet, a caty materiat genetyczny znajduje sig¢
w ogonie (rys. 12.B). llos¢ jader komdrkowych znajdujacych sie w zawiesinie
hepatocytow byta kilkukrotnie wicksza niz dla probek migsni piersi i uda kury.
Wyniki te wskazuja na duza gestos¢ komorkowag watroby, co pokrywa sie
z obrazami uzyskanymi technika bloczkéw parafinowych oraz kriosekcji. Wysoki
stopien degradacji DNA hepatocytow oraz duze zageszczenie jader komérkowych
moze sie wigza¢ z funkcjami tego organu, do ktérych nalezg migdzy innymi synteza
i wydzielanie zdtci, synteza i uwalnianie do krwiobiegu biatek osocza takich jak
fibrynogen, protrombina, lipoproteiny czy albuminy, udziat w metabolizmie lipidow,
biatek i sacharyddéw, magazynowanie zelaza, glikogenu, triacylogliceroli oraz
witamin A, D, B12 (Cui i in., 2011b). Synteza wymienionych metabolitow pocigga
za sobg duzag aktywnos¢ transkrypcyjna tej tkanki, co wymaga rozplatania DNA
I pojawienia si¢ obszaréw jednoniciowych, wrazliwszych na hydroliz¢. Watroba
cechuje si¢ tez duza zdolnoscig do regeneracji (Michalopoulos i Bhushan, 2021),
podczas ktorej jednym z etapdw naprawy uszkodzonego materiatu genetycznego jest
rozciecie nici DNA (Chatterjee i Walker, 2017), co moze by¢ widoczne w postaci
wzmozonej fragmentacji kwasoéw nukleinowych. Ponadto jest to organ
odpowiedzialny za detoksykacje organizmu narazony na dziatanie licznych
ksenobiotykéw i substancji, ktore moga mie¢ dziatanie genotoksyczne (Gillman
iin., 2021).

W prezentowanych badaniach stopien fragmentacji materialu zawartego
w jadrach komdérkowych pochodzacych z tkanek roslinnych zawierat si¢ w zakresie
4-18% DNA w ogonie. Zbiér warzyw nie przerywa ich procesOw zyciowych,
a gtobwnym czynnikiem, ktéry reguluje procesy dojrzewania, jest temperatura.
Obnizenie temperatury podczas przechowywania produktow pozwala na

ograniczenie szybkosci zmian zachodzacych w roslinach (Pijanowski i in., 1997).
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Odmienny stan roslin, w stosunku do opisanych wyzej przebadanych prébek migsa,
moze tlumaczy¢ tak duze roznice w zawartosci pofragmentowanego DNA.
Najnizszg fragmentacje materialu genetycznego zaobserwowano dla fasoli
szparagowej (4,4% DNA w ogonie). Funkcja nasion jest zapoczatkowanie wzrostu
nowej rosliny, co wiaze sie¢ z koniecznoscig szczegdlnej ochrony DNA niezbednego
m. in. do produkcji biatek i odtworzenia nowej rosliny. Przed czynnikami
zewnetrznymi dodatkowa ochrone stanowia straki, w ktorych znajduja si¢
opisywane nasiona. Réwniez w przypadku selera naciowego stopien fragmentacji
DNA jest niewielki i wynosi 4,9% DNA w ogonie, natomiast dla ziemniaka
I kalarepy uzyskuje wartos¢ odpowiednio 15,1% i 17,8% DNA w ogonie, przy czym
ogony komet sg Kilkukrotnie krotsze niz w przypadku jader komdrkowych tkanek
miesni kury (rys. 11). Swiadczy to 0 wystepowaniu jedynie dtugich fragmentow
materiatu genetycznego w badanych jadrach pochodzacych z produktéw roslinnych.
Fragmentem selera naciowego wykorzystywanego do badan byt zgrubiaty ogonek
lisciowy, a w przypadku ziemniaka i kalarepy — bulwa. Powodem r6znic w poziomie
fragmentacji DNA w komorkach badanych roslin moga by¢ inne funkcje petnione
przez te tkanki, co wigze si¢ z réznicami w budowie poszczegdlnych fragmentow
warzyw. Srodek bulwy pedowej ziemniaka stanowi silnie rozrosniety rdzen, ktory
wypetnia duza ilos¢ migkiszu spichrzowego zawierajacego skrobi¢. Bulwa kalarepy
natomiast jest przeksztatcong, nadliscieniowa czescig pedu. Funkcja bulw jest
magazynowanie substancji zapasowych, sg one rowniez organami
przetrwalnikowymi i stuzg do rozmnazania wegetatywnego. Jadalng czg¢s¢ selera
naciowego stanowi natomiast zgrubiaty ogonek lisciowy. W ogonkach lisciowych
wystepuje kolenchyma, ktérej moga towarzyszy¢ takze widkna sklerenchymatyczne.
Sa to tkanki wzmacniajgce, nadajace odpornos¢ mechaniczng tej czesci rosliny
(Szweykowska i Szweykowski, 2008). Odmienna budowa tkankowa badanych
organéw roslinnych moze by¢ powodem rdéznic w odpornosci na czynniki
powodujace uszkodzenia DNA, a zatem i potencjalng fragmentacje materiatu
genetycznego. Ponadto czynniki srodowiskowe, takie jak dostgpnosc swiatta, wody,
czy temperatura, moga wptywa¢ na aktywnos¢ niektorych sciezek naprawy DNA.

Szybko dzielace sie i zréznicowane komorki réznych organéw roslinnych nie
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wykorzystuja jednakowo catego dostepnego repertuaru mechanizmow naprawczych.
Zdolnos¢ roslin do zachowania integralnosci genomowej zmniejsza si¢ z wiekiem
rosliny, gtdwnie ze wzgledu na zmniejszenie wydajnosci wykorzystywanych sciezek
naprawy DNA (Manova i Gruszka, 2015), co rowniez mogto wplyna¢ na
zaobserwowany poziom fragmentacji materiatu genetycznego badanych warzyw.
W przypadku pieczarek, zastosowana metodologia nie pozwolita na izolacj¢ jader
komérkowych. Wiaze si¢ to prawdopodobnie z odmienng w stosunku do roslin
budowsa sciany komorkowej grzybdw, utrudniajaca mechaniczng destrukcje komorki

i uwolnienie jader.

Rys. 12. Obrazy jader komdrkowych wybarwionych fluorochromem SYBR Green uzyskanych
w wyniku przeprowadzenia testu kometowego dla piersi kury (A), watroby kury (B), fasoli
szparagowej (C) oraz ziemniaka (D).
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Na podstawie wynikow uzyskanych z obserwacji mikroskopowych oraz testu
kometowego do dalszych badan wybrano watrobe drobiowg oraz fasolg szparagows,
jako przedstawicieli odpowiednio produktow zywnosciowych pochodzenia
zwierzecego i roslinnego, a przy tym zasadniczo roznigcych sie integralnoscia

materiatu genetycznego.
4.3. Zawartos¢ suchej masy w badanych produktach zywnosciowych

Zawartos$¢ suchej masy oznaczong metoda wagowo-suszarkowa dla badanych
produktéw zywnosciowych przedstawiono w tab. 6. Dla produktu pochodzenia
roslinnego i zwierzecego zawarto$¢ suchej masy jest zblizona i wynosi ok. 26%

wag.

Tabela 6. Zawartos¢ suchej masy oznaczona dla watroby drobiowej oraz nasion fasoli szparagowej

S Srednia zawartosé suchej masy*
Rodzaj probki [% wag ]
Fasola
szparagowa 25,89+0,75
Watroba
drobiowa 25,84 +0,18

*Wyniki sg $rednig z 3 niezaleznych powtdrzen
4.4. Pordwnanie wydajnosci izolacji DNA z produktéw zZywnosciowych

wybranymi metodami

W celu poréwnania wydajnosci izolacji kwasoéw nukleinowych z wybranych
produktow zywnosciowych zastosowano klasyczng ekstrakcje rozpuszczalnikami
z wykorzystaniem mieszaniny fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25:24:1,
v/Iviv) oraz dedykowane zestawy do izolacji DNA z zywnosci (NucleoSpin® Food,
Macherey-Nagel) i materiatu roslinnego (NucleoSpin® Plant Il, Macherey-Nagel).
W tab. 7. zestawiono érednie zawartosci DNA w probkach obliczone na podstawie
zmierzonego stezenia kwasow nukleinowych w izolatach, mas nawazek i objetosci
buforu zastosowanego do elucji, a takze czystos¢ DNA w uzyskanych izolatach
oznaczona spektrofotometrycznie. Czystos¢ DNA okresla si¢ na podstawie stosunku
absorbancji zmierzonych dla dtugosci fali 260 oraz 280 nm. Przyjmuje sie, ze dla
wartosci Azeo/A2g0 > 1,8, prébka jest wolna od zanieczyszczen takich jak biatka,

fenol, czy inne substancje silnie absorbujace przy 280 nm.
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Tabela 7. Zawartos¢ DNA w badanych produktach zywnosciowych oznaczona z zastosowaniem
réznych metod izolacji

Rodzaj Srednia zawartos¢ DNA w probce*
orobki Metoda izolacji : : Az60/Azs0
[mg/g mokrej masy] | [mg/g suchej masy]
Zestaw NucleoSpin®
Plant Il - liza z CTAR 0,06 + 0,01 0,24 + 0,04 1,87 £ 0,05
Fasola Zestaw NucleoSpin®
szparagowa | Plant Il - liza z SDS 0,09+0,03 0,36 0,10 1,88+0,04
Izolacja
rozpuszczalnikami 2,99 £ 0,14 11,55 + 0,55 2,16 £ 0,03
Zestaw NucleoSpin® 145+0,18 562+07L | 2,03+001
Watroba 00
drobiowa ;
Izolacja
rozpuszczalnikami 8,52 +2,19 32,96 £ 8,49 1,99 + 0,03

*Wyniki sa $rednig z 3 niezaleznych powtdrzen

Uzyskane wyniki wskazuja na wyzsza wydajnos¢ izolacji kwasow
nukleinowych z zastosowaniem ekstrakcji rozpuszczalnikami w poréwnaniu do
izolacji z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych zestawow, zaréwno dla
materiatu roslinnego (od ok. 32 do 48 razy wiekszy odzysk), jak i zwierzecego
(prawie 6 razy wickszy odzysk). W przypadku nasion fasoli szparagowej, podczas
izolacji zestawem NucleoSpin® Plant IlI, procedura z zastosowaniem SDS
umozliwita uzyskanie 1,5 razy wigkszej ilosci DNA niz w przypadku izolacji
z dodatkiem CTAB. Na niski, koncowy odzysk kwasow nukleinowych w izolatach
uzyskanych z zastosowaniem gotowych zestawow wptyw moze mie¢ m.in. objetos¢
buforu uzytego do elucji. Jak podaje producent zestawu NucleoSpin® Plant I,
zastosowanie 100 pL eluenta pozwala na odzysk 60-70% kwaséw nukleinowych
zwigzanych z wypetnieniem kolumny. Natomiast dwukrotna elucja 100 pL buforu
skutkuje odzyskaniem od 95 do 100 % kwasow nukleinowych, jednak prowadzi do
otrzymania bardziej rozcienczonego izolatu. Procedura izolacji zestawem
NucleoSpin® Plant 1l uwzgledniata takze uzycie RNazy, czego nie zastosowano
przy ekstrakcji rozpuszczalnikami. Ewentualna obecnos¢ RNA w izolatach mogta
wplynaé na wyzszy wynik oznaczonej zawartosci DNA zmierzony
spektrofotometrycznie. W przypadku izolacji rozpuszczalnikami $rednia zawartosc¢
DNA w izolatach z watroby drobiowej jest prawie 3-krotnie wigksza niz w izolatach

z nasion fasoli szparagowej. Moze si¢ to wigza¢ nie tylko z faktycznie wyzsza
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zawartoscig tych makroczasteczek w tkankach zwierzecych, ale takze
z zastosowanym sposobem homogenizacji probki. Komorki roslinne posiadaja
bardzo wytrzymata $ciang komorkowa, co uniemozliwia jej petne rozbicie, a to
z kolei skutkuje utrudnionym uwalnianiem kwaséw nukleinowych z wnetrza
komorek. Wszystkie zastosowane metody ekstrakcji pozwolity na uzyskanie
izolatow o wysokiej czystosci (Azeo/Azs0 > 1,8). Nalezy jednak zaznaczye, ze
wartosci Azeo/Azgo dla kwasow nukleinowych wyizolowanych z fasoli szparagowej
z zastosowaniem rozpuszczalnikow organicznych oraz dla kwaséw nukleinowych
wyizolowanych z watroby drobiowej sa wigeksze lub oscyluja wokdt wartosci 2, co

moze wskazywac na obecnos¢ RNA w tych izolatach (Khosravinia i in., 2007).

4.5. Ocena stopnia fragmentacji kwasoéw nukleinowych wyizolowanych

z produktéw zywnosciowych z wykorzystaniem elektroforezy agarozowej

Na rys. 13 przedstawione sg profile fragmentacji kwaséw nukleinowych
wyizolowanych z produktow zywnosciowych uzyskane z wykorzystaniem
elektroforezy w zelu agarozowym. Do fragmentacji diugotancuchowych kwasow
nukleinowych moze prowadzi¢ narazenie na czynniki genotoksyczne, jak i sama
procedura izolacji. Uzyskane profile sa wiec wynikiem dziatania wszystkich
czynnikdéw wptywajacych na stopien fragmentacji kwasow nukleinowych. Zaréwno
tych, ktére oddziatywaty na badane produkty zywnosciowe przed i po ich zbiorze/
uboju, jak i tych dziatajacych bezposrednio na kwasy nukleinowe podczas
ekstrake;ji.

Izolacja DNA z fasoli szparagowej z zastosowaniem zestawu NucleoSpin®
Plant Il, zarowno w przypadku lizy z CTAB (rys. 13, $ciezka 1) jak i SDS (rys. 13,
sciezka 2), pozwolita na otrzymanie niepofragmentowanych kwaséw nukleinowych
0 diugosci powyzej 10 000 pz. W przypadku ekstrakcji rozpuszczalnikami,
widoczne sg dtugie fragmenty powyzej 10 000 pz, jak i krotsze odcinki kwasow
nukleinowych w zakresie od ok. 200 do 3 000 pz (rys. 13, sciezka 3). Dla watroby
drobiowej izolacja zestawem NucleoSpin® Food (rys. 13, sciezka 4) pozwolita na
uzyskanie fragmentéw odpowiadajacych dtugosci powyzej 10 000 pz oraz ponizej

2 000 pz, natomiast dla ekstrakcji rozpuszczalnikami na elektroforegramie (rys. 13,
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sciezka 5) widoczne sg fragmenty kwaséw nukleinowych powyzej 10 000 pz oraz
ponizej ok. 300 pz.

Uzyskane wyniki wskazuja na istotne roznice w stopniu fragmentacji kwasow
nukleinowych pochodzacych z fasoli szparagowej oraz watroby drobiowej.
Obserwacje te pokrywaja sie z wynikami uzyskanymi w tescie kometowym. DNA
nasion fasoli sktada si¢ z dtugich fragmentow powyzej 10 000 pz (rys. 13, $ciezki
1i 2), natomiast DNA watroby to gtdwnie krotsze fragmenty ponizej 2 000 pz, przy
czym najwiekszg intensywnoscig charakteryzujg sie¢ fragmenty o dlugosci ok.
100-200 pz (rys. 13, sciezki 4 i 5), w zaleznosci od metody. Ich obecnos¢ wskazuje
na fragmentacj¢ materialu genetycznego w regionach pomiedzy nukleosomami,
ktorych rdzen otacza fragment DNA o dtugosci ok. 146 pz (Khorasanizadeh, 2004;
Cutter i Hayes, 2015). Intensywnos$¢ prazkéw odpowiadajacych fragmentom
0 dtugosci ok. 100 pz na elektroforegramie wskazuje na zbyt wysokie stezenie
kwasow nukleinowych w izolacie natozonym na zel agarozowy. Mogto to
doprowadzi¢ do migracji fragmentow ponizej obszaru odpowiadajacego ich
faktycznej wielkosci; sg to raczej fragmenty odpowiadajace odlegtosciom migdzy
nukleosomami.

Zastosowanie roznych metod izolacji pokazato wptyw procedury ekstrakcji
rozpuszczalnikami na stopien fragmentacji kwasoéw nukleinowych w poréwnaniu do
izolacji z uzyciem komercyjnie dostepnych zestawOw. Te ostatnie pozwolity na
uzyskanie dtuzszych fragmentéw w przypadku fasoli szparagowej (rys. 13, sciezki
112 w poréwnaniu do sciezki 3) oraz dtuzszych fragmentdw dla watroby drobiowej
(rys. 13, $ciezka 4 w poréwnaniu do $ciezki 5). Obecnos¢ wiekszej ilosci krétszych
odcinkdw kwasow nukleinowych w izolatach uzyskanych metoda ekstrakcji
rozpuszczalnikami wynika prawdopodobnie z etapow mechanicznego wytrzasania,
pod wptywem ktorego tancuchy kwasoéw nukleinowych mogty ulega¢ peknieciom
na odcinkach pomiedzy nukleosomami. Otrzymane wyniki uzasadniaja
wykorzystywanie zestawdw do izolacji kwasow nukleinowych dla uzyskania
reprezentatywnych czasteczek, np. do reakcji PCR, gdzie wydajnos¢ ekstrakcji nie
jest tak istotna jak szybkos¢ i tatwos¢é zastosowanej procedury. Zestawy te nie

wydaja si¢ jednak nadawac¢ do ilosciowej izolacji opisywanych makromolekut, gdyz
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Rys. 13. Profile fragmentacji kwaséw nukleinowych wyizolowanych z fasoli szparagowe;j
z zastosowaniem zestawu NucleoSpin® Plant Il - liza z CTAB (1), zestawu NucleoSpin® Plant 11 -
liza z SDS (2), izolacji rozpuszczalnikami (3) oraz kwaséw nukleinowych wyizolowanych z watroby
drobiowej z zastosowaniem zestawu NucleoSpin® Food (4) i izolacji rozpuszczalnikami (5).
Zastosowano marker wielkosci od 100 do 10 000 par zasad.

wydajnos¢ izolacji jest zdecydowanie nizsza niz w przypadku zastosowania
ekstrakcji rozpuszczalnikami (tab. 7.). Poniewaz klasyczna metoda izolacji
pozwolita na wigkszy odzysk badanych makroczasteczek, kwasy nukleinowe

izolowane wiasnie tg metoda zostaty wykorzystane do dalszych badan z uzyciem

linii komorkowych.
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4.6. Ocena wpfywu nukleozyddw i ich mieszanin oraz wyizolowanych kwaséw

nukleinowych na wzrost komorek ludzkiego ukZadu pokarmowego

Kwasy nukleinowe stanowig podstawowe sktadniki komorki, dzieki ktdrym
moze ona prawidtowo rosna¢, rozwijac¢ sie oraz ulega¢ proliferacji. Sa niezbedne
m.in. do syntezy biatlek (DNA i RNA), stanowig nosnik informacji genetycznej
przekazywany komdrkom potomnym w procesie replikacji (DNA), ich pochodne
uczestnicza w przenoszeniu energii (ATP) i stanowia elementy koenzymoéw
zaangazowanych w wiele procesow metabolicznych (m.in. NAD+* i FAD
odpowiedzialne za przenoszenie elektronéw i protonéw w tancuchu oddechowym,
CoA uczestniczacy w cyklu Krebsa). Ponadto niekodujace czasteczki RNA (ncRNA
- nalezg do nich m.in. miRNA) odpowiadaja za regulacje ekspresji genéw, zarowno
na poziomie transkrypcyjnym, potranskrypcyjnym, jak i epigenetycznym. Komorki
zdolne sa zarébwno do syntezy kwasdéw nukleinowych de novo, jak i do
wykorzystania egzogennych makromolekut na drodze odzysku, co jest mnigj
kosztowne energetycznie (Carver i Walker, 1995; Zhang i in., 2019).

Przeprowadzone w ramach prezentowanego projektu doktorskiego badania na
liniach komorkowych opieraty sie na zatozeniu, ze komorki przewodu
pokarmowego beda wykorzystywaty dostarczane z zewnatrz kwasy nukleinowe i ich
komponenty, a biodostgpnos¢ tych makromolekut bedzie skutkowata pobudzeniem
wzrostu wybranych linii komorek jelita i watroby. Kwasy nukleinowe pochodzace
z zywnosci docieraja do jelit zarowno w postaci dtuzszych fragmentow (nawet
kilkuset par zasad), jak i w formie strawionej, gtdwnie w postaci nukleozyddw.
W zwigzku z tym do badan zostaty wykorzystane zaréwno wyizolowane z produktu
roslinnego oraz zwierzecego kwasy nukleinowe, jak i pojedyncze nukleozydy oraz
mieszaniny tych czasteczek. W badaniach wykorzystano deoksyrybonukleozydy,
ktére sa niezbedne do syntezy DNA, oraz rybonukleozydy, bedace prekursorami
zarowno RNA, jak i DNA.

Do oceny wptywu nukleozyddw i ich mieszanin oraz wyizolowanych kwasow
nukleinowych na wzrost komérek wybranych linii zastosowano test MTT. Jest on
podstawowym narzg¢dziem do badania wptywu zwigzkéw chemicznych na wzrost

komorek w warunkach in vitro. W przeprowadzonych doswiadczeniach, jako
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modele tkanek przewodu pokarmowego, wykorzystano ludzkie linie komdrkowe.
Komorki tych tkanek albo majg bezposredni kontakt ze spozywanag zywnoscia
w przypadku jelita (HT29 i CCD 841 CoN) albo produktami jej trawienia
w przypadku jelita (HT29 i CCD 841 CoN) i watroby (HepG2). Jak opisano we
Wstepie (rozdziat 4. WYNIKI), kwasy nukleinowe pochodzenia zywieniowego
trafiaja do komdrek watroby gtoéwnie w formie nukleozyddéw, jednak badania
naukowe wskazujg na obecnos¢ dtuzszych fragmentéw kwasow nukleinowych
rowniez w watrobie (Chowdhury i in., 2004; El-Sanhoty i in., 2006; Guertler i in.,
2008; Ran i in., 2009). Z tego wzgledu ocena wptywu izolatdbw kwasow
nukleinowych, jak i pojedynczych nukleozydow, zostata przeprowadzona zaréwno
dla komorek jelita, jak i watroby. Uzyskane wyniki testu MTT zostaty
przedstawione w postaci wykreséw zaleznosci wzrostu komérek od czasu
ekspozycji oraz stezenia danego zwiazku (nazywane tu krzywymi przezycia) (rys.
15-19. dla HT29, rys. 20. dla CCD 841 CoN oraz rys. 21-24. dla HepG2). Uzyty
zakres stezen dla roztworow wodnych adenozyny, cytydyny, urydyny,
deoksyadenozyny, deoksycytydyny i tymidyny zawierat si¢ w przedziale od 0,01 do
1000 pM. Wptyw guanozyny i deoksyguanozyny zbadano w zakresie stezen
0,01-100 uM ze wzgledu na matg rozpuszczalnos¢ tych zwigzkéw w wodzie.
RoOwniez dla mieszanin nukleozydéw oraz izolatbw kwaséw nukleinowych
zastosowano stezenia od 0,01 do 100 pM.

Na rys. 14. przedstawione sg teoretycznie mozliwe do uzyskania stezenia
kwaséw nukleinowych w przewodzie pokarmowym po spozyciu 100 g watroby
drobiowej. Grafike przygotowano na podstawie informacji zawartych w publikacji
autorstwa Sensoy I. (2021). Obliczenia st¢zen przeprowadzono na podstawie
sredniej zawartosci DNA w watrobie drobiowej (tab. 7.), przyjmujac za mase
molowa $rednig z mas molowych nukleotydow, tzn. 327 g/mol. Dane przedstawione
na rys. 14. wskazujg, ze uzyte w badaniach stezenia kwasoéw nukleinowych nie

przekraczaty stezen mozliwych do osiagnigcia w uktadzie pokarmowym.
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Rys. 14. Stezenia pokarmowego DNA teoretycznie mozliwe do osiggniecia w przewodzie
pokarmowym po zjedzeniu 100 g watroby drobiowej i wypiciu 200 mL wody, z uwzglgdnieniem
objetosci ptynéw wydzielanych przez poszczego6lne czesci uktadu pokarmowego (na podstawie

Sensoy, 2021).

Jako pierwszy zbadany zostal wptyw deoksyrybonukleozydow, t.j.
doeksyadenozyny, deoksyguanozyny, deoksycytydyny, tymidyny oraz mieszanin
tych zwigzkow na wzrost komorek linii HT29 (rys. 151 16 ). Czasteczki te stanowia
prekursory DNA, ktérego synteza jest niezbedna w celu naprawy uszkodzen
mogacych zakidca¢ prawidtowe funkcjonowanie komorek, ale w szczegdlnosci
zachodzi podczas replikacji poprzedzajacej proliferacje. Mozna bytoby si¢ zatem
spodziewac aktywnego pobierania i wykorzystywania egzogennych czasteczek do
syntezy wiasnych kwasow nukleinowych przez komorki jelita stanowiacego szybko
namnazajaca sie tkanke. Uzyskane wyniki wskazuja jednak na niewielki wptyw
dodanych deoksyrybonukleozydéw na wzrost komorek linii HT29. Przeciwnie,
mieszanina deoksyadenozyny z tymidyna w stezeniu 1000 uM przy 72 h inkubacji
spowodowata spadek przezywalnosci ponizej 80% (rys. 16), w stosunku do

komorek kontrolnych. Brak zauwazalnego pobudzenia wzrostu w standardowych
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warunkach eksperymentu, gdzie nie sa wprowadzane dodatkowe czynniki
uposledzajace metabolizm komorkowy moze oznaczaé, ze komorki jelita pokrywaja
catkowicie swoje zapotrzebowanie na prekursory DNA wykorzystujac synteze de
novo. Mozliwe jest réwniez, ze komorki korzystaja z obecnych juz w pozywce
hodowlanej kwasow nukleinowych i/lub ich pochodnych, a zwiekszanie stezenia
tych czasteczek nie ma juz wptywu na pobudzenie wzrostu komorek.

Kolejnym etapem byto sprawdzenie wptywu adenozyny, guanozyny, cytydyny,
urydyny oraz mieszanin tych zwigzkdéw na wzrost komorek linii HT29 (rys. 17 i 18).
Rybonukleozydy stanowig zaréwno prekursory DNA (difosforany nukleozydow sg
redukowane przez reduktaze rybonukleotydowg do difosforandw
deoksyrybonukleozydow), jak i RNA, ktore to czasteczki sa caly czas
syntetyzowane, bowiem petnig liczne funkcje regulujace procesy zachodzace
w komorkach, a takze uczestnicza w replikacji DNA jako primery. Rowniez
i w przypadku rybonukleozydéw nie zaobserwowano ich wpltywu na wzrost
komorek jelita. Tak jak w przypadku deoksyrybonukleozydéw i ich mieszanin
wskazuje to na catkowite pokrywanie zapotrzebowania na te czasteczki przez
synteze de novo prekursorow DNA i RNA przez komorki. Co wiecej, jak podajag Wei
i wsp., ptodowa surowica bydleca (FBS), standardowo dodawana do pozywki
hodowlanej w kulturach in vitro, jest zrédtem wielu rodzajow czasteczek RNA,
a wiec w przeprowadzanych eksperymentach pewna ilos¢ tych makromolekut byta

juz dostepna dla komérek (Wei i in., 2016).
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Rys. 15. Krzywe przezycia dla komérek HT29 traktowanych prekursorami DNA przez 6, 24 i 72 h.
Wyniki sa srednia z 3 powtorzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 10%.

Rys. 16. Krzywe przezycia dla komorek HT29 traktowanych mieszaninami prekursorow DNA przez
6, 24 1 72 h. Wyniki sg srednig z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie
przekraczaja 12%.
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Rys. 17. Krzywe przezycia dla komoérek HT29 traktowanych prekursorami RNA i DNA przez 6, 24
i 72 h. Wyniki sa $rednia z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja
10%.

Rys. 18. Krzywe przezycia dla komoérek HT29 traktowanych mieszaninami prekursorow DNA i RNA
przez 6, 24 i 72 h. Wyniki sg $rednig z 3 powtorzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie
przekraczaja 11%.
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Rys. 19. Krzywe przezycia dla komorek HT29 traktowanych kwasami nukleinowymi wyizolowanymi
z fasoli szparagowej oraz watroby drobiowej przez 6, 24 i 72 h. Wyniki sg $rednig z 3 powt6rzen
biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 12%.

Dodatek pojedynczych nukleozyddw oraz ich mieszanin nie wptynat na wzrost
komorek linii HT29. Tkanka jelita ma jednak kontakt nie tylko z produktami
trawienia kwaséw nukleinowych, reprezentowanych w niniejszych badaniach przez
nukleozydy, ale takze z dluzszymi fragmentami tancuchow polinukleotydowych,
ktore nie ulegly catkowitej hydrolizie w przewodzie pokarmowym. Dlatego
kolejnym krokiem badawczym byto sprawdzenie wplywu wyizolowanych
z produktow zywnosciowych kwasow nukleinowych na wzrost komorek linii HT29.
Wykorzystano izolaty uzyskane z nasion fasoli szparagowej, reprezentujacej
produkty pochodzenia roslinnego, oraz izolaty z watroby drobiowej, jako
przedstawiciela produktow pochodzenia zwierzecego. Kwasy nukleinowe
wyizolowane z badanych produktéw réznity si¢ istotnie stopniem fragmentacji, co
mozna zaobserwowa¢ na elektroforegramie przedstawionym na rys. 13. Wzrost
komérek HT29 traktowanych izolatami z fasoli szparagowej, ani izolatami
z watroby drobiowej (rys. 19), nie wskazuje na wpltyw dodanych kwasow
nukleinowych na stymulacje wzrostu komorek jelita. Tak jak w przypadku
nukleozydow, prawdopodobnie synteza de novo oraz dostepnos¢ kwasow
nukleinowych w pozywce hodowlanej powoduja, ze komérki nie sa zmuszone do
korzystania z dodatkowych, egzogennych zrodet omawianych czasteczek.

Badania wptywu wyizolowanych z produktéw zywnosciowych kwasow
nukleinowych na wzrost komorek linii HT29 uzupetniono doswiadczeniami
przeprowadzonymi z wykorzystaniem normalnej ludzkiej linii CCD 841 CoN,

bedacej niestransformowanym odpowiednikiem linii HT29. Uzyskane wyniki
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rowniez nie wskazujg na znaczacy wpltyw badanych izolatdbw na wzrost komorek

jelita (rys. 20.).

Rys. 20. Krzywe przezycia dla komérek CCD 841 CoN traktowanych kwasami nukleinowymi
wyizolowanymi z fasoli szparagowej oraz watroby drobiowej przez 6, 24 i 72 h. Wyniki sg srednig
z 3 powtorzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 15%.

Omowione wczesniej doswiadczenia powtdrzono takze dla komdrek linii
nowotworowej watroby HepG2. Wptyw na wzrost komorek sprawdzono dla rybo-
i deoksyrybonukleozydow, ktore stanowia gtéwny metabolit pokarmowych kwaséw
nukleinowych. Doswiadczenia przeprowadzono takze dla kwaséw nukleinowych
wyizolowanych z watroby drobiowej oraz fasoli szparagowej. W badaniach nie
uwzgledniono mieszanin dwusktadnikowych, ze wzgledu na brak istotnych roznic
w wynikach uzyskanych dla linii HT29 w poréwnaniu do pojedynczych
nukleozydow i mieszanin czterosktadnikowych. Wyniki uzyskane dla komdrek
HepG2 przedstawione sa na kolejnych wykresach (rys. 21-24).

Wyniki otrzymane dla linii HepG2 w wiegkszosci przypadkdow wskazuja na
niewielki wptyw nukleozydow oraz ich mieszanin na wzrost tych komorek. Watroba
jest organem odpowiedzialnym za produkcje i dostarczanie prekursoréw kwasow
nukleinowych do innych narzagdow w organizmie. Mozna wiec oczekiwaé, ze
synteza de novo omawianych czasteczek przez hepatocyty jest wystarczajgca do
pokrycia réwniez ich wilasnego zapotrzebowania. Nieznaczng stymulacje wzrostu
mozna zauwazy¢ jedynie w przypadku zastosowania izolatéw z fasoli szparagowej
(rys. 24.) co moze oznacza¢, ze komorki watroby w pewnym stopniu
wykorzystywaty obecne w izolacie kwasy nukleinowe. W przypadku

deoksyadenozyny (rys. 21) oraz adenozyny (rys. 22) mozna natomiast
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zaobserwowag, ze dodatek tych zwigzkdéw w stezeniu 1000 uM przy 72 h inkubacji
spowodowat znaczne ograniczenie wzrostu komoérek do poziomu odpowiednio

ponizej 70% i 40% kontroli.

Rys. 21. Krzywe przezycia dla komorek HepG2 traktowanych prekursorami DNA przez 6, 24 i 72 h.
Wyniki sa $rednig z 3 powt6rzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 17%.

Rys. 22. Krzywe przezycia dla komdrek HepG2 traktowanych prekursorami DNA i RNA przez 6, 24
i 72 h. Wyniki sg $rednig z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczajg
12%.
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Rys. 23. Krzywe przezycia dla komdrek HepG2 traktowanych mieszaninami prekursoréw DNA
i RNA przez 6, 24 i 72 h. Wyniki sg $rednig z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe
nie przekraczaja 13%.

Rys. 24. Krzywe przezycia dla komérek HepG2 traktowanych kwasami nukleinowymi
wyizolowanymi z fasoli szparagowej oraz watroby drobiowej przez 6, 24 i 72 h. Wyniki s $rednig
z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 13%.

Zmniejszenie wzrostu w przypadku traktowania wysokimi stezeniami dA/A
moze mie¢ zwigzek z intensywnym metabolizmem puryn w hepatocytach,
prowadzacym do powstania kwasu moczowego. W wyniku tego procesu tworzy sie
rowniez nadtlenek wodoru (Jin i in., 2012; Yin i in., 2022), ktory moze przyczyniaé
siec do zwiekszenia stresu oksydacyjnego w komorkach do poziomu
cytotoksycznego. Proces powstawania nadtlenku wodoru z prekursoréow
purynowych przedstawiono schematycznie na rys. 25. Staba rozpuszczalnosc
w wodzie deoksyguanozyny oraz guanozyny uniemozliwita zastosowanie stezenia
1000 uM w pozywce hodowlanej, przez co niemozliwa byta ocena wptywu tych
zwigzkow w takim stezeniu na wzrost komorek. Analizujgc przemiany

przedstawione na rys. 25. mozna spodziewac si¢, ze dodatek dG i G w wysokim
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stezeniu réwniez spowodowatby obnizenie przezywalnosci hepatocytéw wskutek

cytotoksycznego dziatania H2Oo.

Rys. 25. Metabolizm nukleozyd6éw purynowych prowadzacy do powstania kwasu moczowego
z jednoczesnym utworzeniem nadtlenku wodoru, z uwzglednieniem zmian energii swobodnej Gibbsa
(AG®) przy pH = 7 (na podstawie Van Kreel, 1985; Jin i in., 2012).

Wspomnianego efektu zmniejszenia przezywalnosci nie zaobserwowano
natomiast w przypadku linii HT29 (rys. 15 i 17). Powodem moze by¢ naturalnie
wigksza odpornos¢ komodrek jelita na wyzsze stezenia substancji pochodzenia
zywieniowego, a wigc takze nukleozwigzkéw, z ktorymi w wyniku spozywania
pokarmu maja ciaggly kontakt. Ponadto, jak podaje Yin i wsp., synteza kwasu
moczowego zachodzi gtdwnie w watrobie, a w mniejszym stopniu w jelitach, ktore
Sg natomiast odpowiedzialne za wydalanie ok. jednej trzeciej z puli powstajacego
w organizmie kwasu moczowego (pozostata czes¢ usuwana jest przez nerki) (Yin
i in, 2022). Zaobserwowane rdéznice we wzroscie moga wiec réwniez wigzaé sig
z intensywniejszym metabolizmem puryn przez komorki watroby, a wiec
i wickszym stresem oksydacyjnym, na ktdry sa narazone.

Zaréwno nukleozydy, bedace gtownym produktem trawienia kwasow
nukleinowych obecnych w produktach zywnosciowych, jak i wyizolowane z fasoli
szparagowej i watroby drobiowej kwasy nukleinowe, poza opisanymi powyzej
wyjatkami, nie byty toksyczne dla komorek uktadu pokarmowego. Obserwacje te sa
zgodne z oczekiwaniami, gdyz badane zwiazki, jako podstawowe, potencjalnie
odzywcze sktadniki obecne we wszystkich niskoprzetworzonych produktach

zywnosciowych, w uzytych stezeniach mieszczacych si¢ w zakresie mozliwym do
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osiggniecia w przewodzie pokarmowym po spozyciu positku, nie powinny
wykazywaé cytotoksycznosci ani w stosunku do komorek jelita grubego, ani
watroby. Nalezy rowniez podkresli¢, ze badane makromolekuty nie sa
ksenobiotykami, ale naturalnymi produktami metabolizmu w organizmie cztowieka,
tak samo jak lipidy, biatka oraz sacharydy.

Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze w warunkach dostepnosci sktadnikow
odzywczych w pozywce, egzogenne kwasy nukleinowe i ich prekursory nie sa
preferencyjnie wykorzystywane. Moze by¢ to zwigzane z samowystarczalnoscia
szlakéw anabolicznych bedacych zrédiem endogennych kwaséw nukleinowych.
W przeprowadzonym eksperymencie oczekiwano jednak, ze komarki reprezentujace
tkanki przewodu pokarmowego beda aktywnie pobieraty dostarczane im egzogenne
nukleozydy oraz kwasy nukleinowe pochodzenia zywieniowego. Zatozenie to
wynikato z powszechnie udokumentowanej zdolnosci komorek do wbhudowywania
egzogennych prekursoréw kwasow nukleinowych, co byto wykorzystywane m.in.
do $ledzenia procesu syntezy DNA i RNA. W przypadku DNA byto to mozliwe
dzieki absorbowaniu przez komorki trytowanej tymidyny (3H-TdR) (Hu i in., 2002),
natomiast w przypadku RNA wykorzystywana byta znakowana urydyna, m.in.
5-bromourydyna (BrUrd) (Singha i in., 2021). Na rys 26. przedstawiony zostat
przyktadowy wykres obrazujacy zdolnos¢ komorek do inkorporacji znakowanej
tymidyny odzwierciedlajacy rowniez ich przezywalnos¢. Mozna sie byto wiec
spodziewaé, ze obecnos¢ egzogennych kwasow nukleinowych i ich sktadowych
bedzie stymulowata wzrost komorek, poniewaz nie bg¢da one ponosity kosztow
produkcji nukleotydéw de novo.

Whbrew oczekiwaniom, wyniki uzyskane w tescie MTT nie wskazaty na wptyw
egzogennych nukleozydow oraz wyizolowanych z fasoli szparagowej i watroby
drobiowej kwasow nukleinowych na wzrost komorek uktadu pokarmowego. Nie
oznacza to jednak, ze komorki nie wykorzystywaty dodanych do pozywki
egzogennych czasteczek. W przypadku jelita, brak egzogennych puryn i pirymidyn
pochodzenia zywieniowego aktywuje synteze de novo kwasow nukleinowych.
Natomiast obecnos¢ pochodzacych z zywnosci puryn zwieksza jednoczesnie

odzysk, jak i katabolizm tych zwigzkdéw w watrobie (Grimble, 1994). Potwierdza to,
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Rys. 26. Przyktadowa krzywa wzrostu komérek nowotworowych COLO-205 wyznaczona ha
podstawie stopnia inkorporacji 3H-TdR przez komorki (Griffiths i Sundaram, 2011).

ze pochodzace z diety czasteczki sa wykorzystywane przez komorki ukiadu
pokarmowego do syntezy wiasnych kwasow nukleinowych na drodze odzysku, co
jednoczesnie ogranicza aktywnosc sciezki syntezy de novo. Stad tez dodane do
pozywki egzogenne prekursory kwasow nukleinowych nie musiaty spowodowaé
stymulacji wzrostu komorek, a jedynie zahamowaty endogenna biosynteze tych
czasteczek. Wskazuje to takze, ze w normalnych warunkach komorki dysponuja
szeregiem mechanizmOw zapewniajacych wiasciwy poziom tych podstawowych
makromolekut niezbednych do przezycia i prawidtowego funkcjonowania. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze metody zastosowane w niniejszym projekcie doktorskim nie
pozwolity na rozroznienie, w jakim stopniu egzogenne czasteczki byty
wykorzystywane na drodze odzysku, a w jakiej czg¢sci synteza DNA de novo byta
zrodtem sktadnikow budujacych kwasy nukleinowe w komorkach. Jeszcze innym
wyjasnieniem braku stymulacji wzrostu komorek HT29, CCD 841 CoN i HepG2
przez egzogenne prekursory kwasow nukleinowych moze by¢ ich ograniczone
wykorzystanie ze wzgledu na ryzyko mutacji. Chemiczna reaktywnos¢ puryn
I pirymidyn stanowi potencjalne zagrozenie ze strony zmodyfikowanych (np.
utlenionych) zasad azotowych, ktére moga by¢ pobierane przez komorki,
wbudowywane do DNA, i przez to wptywac na ich przezywalnos¢. Potwierdza to
m.in. przeciwnowotworowa aktywnos¢ 5-fluorouracylu (5-FU), ktérego celem jest
syntaza tymidylanowa Kkatalizujgca synteze tymidyno-5’-monofosforanu (TMP).

Chemoterapeutyczne dziatanie tego zwigzku wynika wiec z jednej strony ze
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zdolnosci do blokowania produkcji TMP de novo, ale takze z mozliwosci
wbudowywania 5-FU w pule kwasow nukleinowych obecnych w komorkach
(Longley i in., 2003). Mozna wigc oczekiwa¢, ze ze wzgledow bezpieczenstwa
komorki pobierajg i wykorzystuja jedynie cze$¢ dostepnych, egzogennych
sktadowych kwasow nukleinowych.

Przeprowadzone badania dowodzg, ze dodatek kwasow nukleinowych
wyizolowanych z produktow zywnosciowych oraz pojedynczych nukleozydow i ich
mieszanin w normalnych warunkach nie stymuluje wzrostu komorek. Jednak
zdolno$¢ do korzystania z egzogennych zrodet czasteczek budujacych ich wiasne
kwasy nukleinowe, a w szczeg6lnosci do pobierania dostepnych w przewodzie
pokarmowym prekursorow pochodzenia zywieniowego, moze by¢ szczegolnie
istotna w warunkach uposledzenia syntezy de novo. Aby potwierdzi¢ te hipotezg,
w kolejnym kroku badawczym sprawdzono wptyw nukleozydéw oraz
wyizolowanych z watroby drobiowej i fasoli szparagowej kwasow nukleinowych na
wzrost komorek jelita oraz watroby w warunkach zaburzonej endogennej syntezy

DNA.

4.7. Ocena wpfywu nukleozyddw i ich mieszanin oraz wyizolowanych kwaséw
nukleinowych na wzrost komorek HT29 i HepG2 z zaburzong syntezg

replikacyjng DNA

Proces syntezy DNA jest niezbedny m.in. do wzrostu i proliferacji komorek.
Zachodzi on zaréwno w czasie replikacji, jak i podczas naprawy uszkodzonego
DNA. Jak wczesniej wspomniano, oprdocz syntezy nukleotydow de novo, komorki sa
zdolne takze do odzyskiwania czgsci nukleozyddéw pochodzacych z trawienia
kwasow nukleinowych w przewodzie pokarmowym (Carver i Walker, 1995).
W podrozdziale 4.6 omodwiono zdolnos¢ komorek jelita oraz watroby do
wykorzystywania egzogennych nukleozydoéw i kwasow nukleinowych, czyli tych
pochodzacych z zywnosci, i wskazano, ze nie wptyneta ona na wzrost komdérek
w normalnych warunkach hodowli. W kolejnym kroku podjeto badania majace na
celu sprawdzenie, czy w sytuacji zaburzonej syntezy DNA dodatek egzogennych
kwaséw nukleinowych i ich prekursoréw bedzie miat wptyw na wzrost komdrek

HT29 oraz HepG2. W tym celu réwniez wykorzystano test MTT, ale w warunkach
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uposledzenia syntezy replikacyjnej DNA. Inhibicje syntezy DNA uzyskano poprzez
dodanie HU, czynnika blokujacego dziatanie reduktazy rybonukleotydowej (RNR).
RNR odpowiedzialna jest za redukcj¢ difosforanéw rybonukleozydow do
difosforandw deoksyrybonukleozydéw (Kunos i in., 2011). Aktywnos¢ tego enzymu
zapewnia komorce staty dostep do prekursorow DNA i umozliwia synteze de novo
tego biopolimeru. Hamujace dziatanie HU polega na redukcji wolnego rodnika
tyrozylowego generowanego w podjednostce katalitycznej enzymu obecnego
w komorkach ssakéw, ale takze na bezposrednim oddziatywaniu na centrum
zelazowe, co zaburza prawidlowe dziatanie RNR. Niewystarczajagca dostepnosc
deoksyrybonukleozydéw w komorce powoduje zahamowanie syntezy replikacyjnej
DNA (Nyholm i in., 1993; Przybyszewski i Kasperczyk, 2006; Singh i Xu, 2016).
W przeprowadzonych doswiadczeniach do komoérek najpierw dodawano HU, po
czym natychmiast nukleozydy lub wyizolowane z produktéw zywnosciowych
kwasy nukleinowe. Komorki nastepnie inkubowano przez 24 lub 72 h w obecnosci
1 mM lub 50 mM HU. Zastosowane w tescie 1 mM stezenie oraz 24-godzinny czas
inkubacji z HU zostaty wybrane na podstawie przegladu literatury (Wadler i in.,
1996; Florensa i in., 2003; lacomino i in., 2006). Stezenie 50 mM HU oraz 72 h
inkubacji stanowity skrajne warunki w stosunku do wartosci literaturowych.
W obecnych badaniach st¢zenia nukleozydow oraz kwaséw nukleinowych
obejmowaty zakres 1-100 uM. Jak opisano w podrozdziale 4.6, sa to wartosci
nieprzekraczajace stezen mozliwych do uzyskania w przewodzie pokarmowym po
spozyciu positku. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w postaci wykreséw
zaleznosci wzrostu komorek od stezenia danego prekursora syntezy DNA oraz czasu
ekspozycji (rys. 27-32 dla HT29 oraz rys. 33-38 dla HepG2). Przezywalnos¢
komorek traktowanych HU oraz nukleozydami lub wyizolowanymi kwasami
nukleinowymi wyrazono jako % przezywalnosci w stosunku do komorek
kontrolnych traktowanych jedynie woda. Przerywanymi liniami zaznaczono na

wykresach poziom przezywalnosci komorek traktowanych tylko HU.
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Rys. 27. Krzywe przezycia dla komorek HT29 traktowanych adenozyng i deoksyadenozyng oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiaja poziom przezycia komérek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komorek traktowanych woda. Wyniki sa
srednig z 3 powtorzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczajg 8%.

Rys. 28. Krzywe przezycia dla komdrek HT29 traktowanych guanozyng i deoksyguanozyna oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiajg poziom przezycia komdrek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komdrek traktowanych woda. Wyniki sa
srednig z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczajg 9%.
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Rys. 29. Krzywe przezycia dla komoérek HT29 traktowanych cytydyng i deoksycytydyng oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiajg poziom przezycia komérek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komorek traktowanych wodg. Wyniki sg
srednig z 3 powtorzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczajg 8%.

Rys. 30. Krzywe przezycia dla komorek HT29 traktowanych urydyna i tymidyng oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiajg poziom przezycia komérek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komorek traktowanych wodg. Wyniki sg
srednig z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczajg 10%.
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Rys. 31. Krzywe przezycia dla komorek HT29 traktowanych mieszaninami nukleozydow oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiaja poziom przezycia komérek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komorek traktowanych woda. Wyniki sa
$rednig z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczajg 10%.

Rys. 32. Krzywe przezycia dla komorek HT29 traktowanych kwasami nukleinowymi wyizolowanymi
z fasoli szparagowej i watroby drobiowej oraz hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie
przedstawiajg poziom przezycia komérek traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do
komorek traktowanych woda. Wyniki sa $rednia z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia
standardowe nie przekraczaja 10%.
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Wyniki uzyskane dla linii HT29 wskazuja, ze przy nizszym st¢zeniu HU (1 mM)
I krotszym czasie inkubacji (24 h) dodatek nukleozydoéw pobudzat w niewielkim
stopniu wzrost komorek w stosunku do komorek traktowanych jedynie HU. Dla A,
dA (rys. 27), G, dG (rys. 28), U, T (rys. 30) oraz mieszaniny UAGC (rys. 31) jest to
stymulacja rzedu 10-15%, natomiast dla C, dC (rys. 29) i mieszaniny TdAdGdC
(rys. 31) maksymalnie 10%, przy czym nie mozna zaobserwowa¢ zaleznosci
stezeniowej. Forma dostarczanych nukleozyddw nie miata zasadniczego wptywu na
wzrost komarek; zarowno deoksyrybonukleozydy, jak i rybonukleozydy, wywotaty
poréwnywalny efekt. Dla czasu inkubacji 72 h i stezenia HU 50 mM przezywalnosé¢
komodrek oscylowata wokot wartosci obserwowanej w przypadku komorek
traktowanych tylko HU i zawierata si¢ w przedziale 30-60% przezywalnosci
komorek kontrolnych traktowanych wodg. HU jest rowniez zwigzkiem
cytotoksycznym (Singh i Xu, 2016), co moze oznaczaé, ze toksyczne dziatanie tak
wysokiego stezenia HU byto silniejsze niz mozliwosci regeneracyjne komorek
jelita.

W przypadku komodrek traktowanych HU oraz dodatkiem kwasow
nukleinowych wyizolowanych z produktow zywnosciowych wyniki nie odbiegaja
znaczaco od tych oméwionych dla nukleozyddw. Dla izolatéw z fasoli szparagowej
najwyzsze zastosowane stezenie spowodowato stymulacje wzrostu komorek na
poziomie 18,6%, natomiast dla izolatdbw z watroby drobiowej byta to stymulacja
rzedu 16,5% dla komorek traktowanych 1 mM HU przez 24 h (rys. 32). Wartosci te
byly nieznacznie wyzsze niz uzyskane w tych samych warunkach traktowania HU
dla dG (stymulacja na poziomie 15,4%) (rys. 28). Uzyskane wyniki sugeruja, ze
komorki jelita w warunkach uposledzonej syntezy replikacyjnej DNA sg w stanie
w pewnym stopniu pobiera¢ i metabolizowa¢ egzogenne nukleozydy i kwasy
nukleinowe pochodzenia zywieniowego. Co wiecej, fragmenty kwasow
nukleinowych wyizolowane z produktow zywnosciowych wydaja si¢ by¢
wykorzystywane bardziej efektywnie niz pojedyncze nukleozydy. Tkanka jelita
w warunkach in vivo ma bezposredni kontakt z oligonukleotydami pochodzacymi

z trawienia kwasow nukleinowych, a oméwione wyniki badan in vitro wydajg si¢
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potwierdza¢, ze komdrki jelita sa zdolne pobiera¢ takie obecne w zywnosci
czasteczki.

Podobne obserwacje poczyniono takze w przypadku linii HepG2 stanowigcej
model komorek watroby. Watroba jest narzadem, do ktérego kwasy nukleinowe
pochodzenia zywieniowego docierajg przede wszystkim w formie nukleozyddw,
bedacych koncowymi produktami trawienia DNA i RNA w przewodzie
pokarmowym. Jak wspomniano we Wstepie (rozdziat 4. WYNIKI), to jelito jest
gtéwna tkanka, ktora ma bezposredni kontakt z dtuzszymi fragmentami kwasow
nukleinowych, przy czym pojedyncze doniesienia wskazuja, ze egzogenne
fragmenty o dtugosci od kilkudziesieciu do kilkuset par zasad wykrywane sg takze
w watrobie (Chowdhury i in., 2004; EI-Sanhoty i in., 2006; Guertler i in., 2008; Ran
i in., 2009). Mozna byto wiec spodziewac sie, ze to przede wszystkim dodatek
nukleozydow bedzie miat wptyw na wzrost komorek watroby. Analogicznie do linii
HT29, w celu uposledzenia replikacyjnej syntezy DNA komorki HepG2 najpierw
traktowano HU, po czym natychmiast dodawano nukleozydy lub wyizolowane
z produktéw zywnosciowych kwasy nukleinowe. Komorki nastgpnie inkubowano
przez 24 lub 72 h w obecnosci 1 mM lub 50 mM HU. Wyniki przedstawiono
w postaci krzywych przezycia na rys. 33-38.
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Rys. 33. Krzywe przezycia dla komorek HepG2 traktowanych adenozyng i deoksyadenozyna oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiajg poziom przezycia komorek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komorek traktowanych woda. Wyniki sg
srednig z 3 powtorzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 13%.

Rys. 34. Krzywe przezycia dla komérek HepG2 traktowanych guanozyng i deoksyguanozyng oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiajg poziom przezycia komarek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komdrek traktowanych woda. Wyniki sa
srednig z 3 powtdrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 12%.
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Rys. 35. Krzywe przezycia dla komoérek HepG2 traktowanych cytydyna i deoksycytydyna oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiajg poziom przezycia komérek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komorek traktowanych wodg. Wyniki sg
$rednig z 3 powtorzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 10%.

Rys. 36. Krzywe przezycia dla komdrek HepG2 traktowanych urydyng i tymidyng oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiajg poziom przezycia komdrek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komdrek traktowanych woda. Wyniki sa
$rednig z 3 powtodrzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczajg 13%.
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Rys. 37. Krzywe przezycia dla komorek HepG2 traktowanych mieszaninami nukleozydow oraz
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiajg poziom przezycia komorek
traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komorek traktowanych woda. Wyniki sg
$rednig z 3 powtorzen biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 11%.

Rys. 38. Krzywe przezycia dla komorek HepG2 traktowanych kwasami nukleinowymi
wyizolowanymi z fasoli szparagowej i watroby drobiowej oraz hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h.
Przerywane linie przedstawiaja poziom przezycia komérek traktowanych jedynie
hydroksymocznikiem w stosunku do komérek traktowanych woda. Wyniki sa $rednig z 3 powt6rzen
biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczaja 8%.
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Podobnie jak w ludzkim modelu jelita, traktowanie nukleozydami komérek linii
HepG2 z zaburzong dziataniem HU synteza replikacyjna DNA wptyneto na
pobudzenie ich wzrostu. Efekt ten byt szczeg6lnie widoczny w przypadku
zastosowania 1 mM HU i 24-godzinnej inkubacji. Dla najwyzszego stezenia dG byt
to wzrost na poziomie 26,5% (rys. 34), dla dA - 20,6% (rys. 33), natomiast dla dC
(rys. 35.) i T (rys. 36) powyzej 14%. Ponadto zastosowanie 100 pM st¢zenia dG
w obecnosci 1 mM HU i 24 h inkubacji pozwolito na osiagnigcie poziomu wzrostu
odpowiadajgcego komdrkom traktowanym jedynie woda (rys. 34). Najwyzsze
stezenia dA oraz dG wykazaty réwniez dziatanie stymulujace przy 72 h inkubacji
z 1 mM HU (ok. 18% wzrost dla dA (rys. 33) oraz 31% dla dG (rys. 34)).
Zaobserwowany wzrost przezywalnosci wywotany dodatkiem pojedynczych
deoksyrybonukleozydow byt wigkszy niz ten uzyskany dla komdrek linii HT29. Dla
stezenia HU 50 mM i 24 h inkubacji dodatek deoksyrybonukleozydow dziatat
stymulujaco, natomiast przy inkubacji 72-godzinnej, tak jak w przypadku komorek
jelita, nie zaobserwowano zmian w stosunku do komorek traktowanych jedynie HU.
Moze to oznacza¢, ze cytotoksyczne dziatanie tak wysokiego stgzenia HU jest
silniejsze, niz zdolnosci regeneracyjne komorek watroby. Zastosowanie A (rys. 33),
G (rys. 34), C (rys. 35) i U (rys. 36) przy stezeniu HU 1 mM i 24-godzinnej
inkubacji spowodowato pobudzenie wzrostu komérek rzedu 9-15%. W przypadku
zastosowania mieszanin nukleozyddw wzrost komorek utrzymywat si¢ na poziomie
wzrostu komorek traktowanych HU, niezaleznie od stezenia (rys. 37).
W przeciwienstwie do komorek jelita, traktowanie kwasami nukleinowymi
wyizolowanymi z produktow zywnosciowych nie miato znaczacego wpltywu na
wzrost komorek HepG2 (rys. 38). Warto réwniez zaznaczy¢, ze wrazliwosé
komorek HT29 oraz HepG2 na HU byta zblizona. Przy zastosowaniu st¢zenia 1 mM
oraz czasu inkubacji 24 h przezywalnos¢ wzgledem komdrek traktowanych woda
wynosita ok. 75%, natomiast przy 72 h - ok. 46%. Zastosowanie 50 mM przez 72 h
doprowadzito do spadku przezywalnosci do poziomu ok. 36%. Rdznice
w odpowiedzi na HU widoczne sa natomiast przy stezeniu 50 mM i czasie inkubacji
24 h, gdzie przezywalnos¢ komérek HT29 wynosita ok. 54%, natomiast HepG2 -
66%.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze komorki watroby w warunkach uposledzonej
syntezy DNA sg w stanie pobiera¢ i metabolizowa¢ egzogenne nukleozydy
w wigkszym stopniu niz komorki jelita. Poniewaz, jak wczesniej wspomniano,
dodatek HU wptywa na zahamowanie dziatania RNR, nalezatoby spodziewac sig, ze
komorki bedag zmuszone do wykorzystywania w wiekszym stopniu egzogennych
deoksyrybonukleozydoéw. W przypadku linii HepG2 mozna zaobserwowaé, ze
rzeczywiscie dodatek deoksyrybonukleozyddw silniej pobudzat wzrost hepatocytow
niz obecnos¢ rybonukleozydow. Co wiecej, wptyw pojedynczych nukleozydéw na
wzrost komoérek byt zdecydowanie silniejszy niz obserwowany w przypadku
zastosowania mieszanin oraz izolatow kwasow nukleinowych. Potwierdza to, ze
pojedyncze nukleozydy, w przeciwienstwie do diugotancuchowych fragmentow
kwasow nukleinowych, sa forma preferencyjnie wykorzystywana przez komorki
watroby. Poniewaz HU jest nie tylko inhibitorem RNR, ale takze czynnikiem
cytotoksycznym (Singh i Xu, 2016), jego obecnos¢ prawdopodobnie zmusza
komorki watroby do zwickszonej aktywnosci regeneracyjnej, a tym samym pobudza
je do korzystania z egzogennych zrddet nukleozydow.

Watroba moze absorbowa¢ nukleozydy pochodzace z trawienia kwasow
nukleinowych z wykorzystaniem dwoch rodzajow transporterow, tj. CNTs i ENTS,
podczas gdy komorki jelita posiadajg jedynie transportery CNTs w btonie majacej
bezposredni kontakt z trawionym pokarmem (Young i in., 2013). By¢ moze dzigki
temu hepatocyty sa w stanie bardziej precyzyjnie regulowaé¢ wychwyt omawianych
czasteczek. Poniewaz wspomniane transportery sa zdolne do przenoszenia
pojedynczych nukleozyddéw, brak wptywu mieszanin tych zwigzkéw na wzrost
komorek moze wskazywaé, ze czasteczki te oddziatywaly ze sobg w sposob
utrudniajacy ich absorpcj¢. Watroba jest gtéwnym narzadem odpowiedzialnym za
metabolizm komponentdw kwaséw nukleinowych w organizmie oraz dostarczanie
prekursorow kwaséw nukleinowych do organéw z niedoborem szlakéw biosyntezy
de novo, co moze uzasadnia¢ jej lepsze zdolnosci do wychwytywania
i wykorzystywania pojedynczych nukleozydow pochodzacych z trawienia kwasow

nukleinowych obecnych w zywnosci.
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Wyniki uzyskane zaréwno dla komdrek traktowanych jak i nietraktowanych HU
zostaly zebrane i przedstawione liczbowo w postaci tzw. indekséw przezywalnosci
(rys. 39). Indeks przezywalnosci definiuje sie¢ jako suma pdl powierzchni pod
krzywymi przezycia. Zaprezentowane w ten sposob dane pozwalaja na ilosciowe
porownanie wptywu dodatku nukleozydow oraz wyizolowanych z produktow
zywnosciowych kwasoéw nukleinowych na wzrost komorek sumarycznie dla catego

zakresu przebadanych stezen i czasow inkubacji.

Rys. 39. Indeksy przezywalnosci obliczone na podstawie krzywych przezycia wyznaczonych dla
komorek HT29 i HepG2 traktowanych nukleozydami oraz wyizolowanymi kwasami nukleinowymi
w zakresie stezen od 0 do 100 uM. Wyniki sa $rednig z 3 powto6rzen biologicznych. R6zne litery
wskazuja na istotne statystycznie réznice pomiedzy poszczeg6lnymi prébkami wyznaczone za
pomoca jednokierunkowej analizy wariancji (one way ANOVA) z testem Tukey’a (p < 0,05).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze dodatek pojedynczych nukleozyddw, ich
mieszanin oraz izolatéw kwaséw nukleinowych w stezeniach 0-100 UM zasadniczo
nie wptynat na wzrost komdrek jelita oraz watroby w warunkach niezaburzonej
syntezy replikacyjnej DNA (bez HU). Mozna zauwazy¢, ze w przypadku linii HT29,
dodatek kwasow nukleinowych, niezaleznie czy wyizolowanych z fasoli
szparagowej czy watroby drobiowej, wptynat najwyrazniej na zwigkszenie
przezywalnosci w porownaniu do komdrek traktowanych pojedynczymi
nukleozydami osiggajac istotnos$¢ statystyczng w przypadku zastosowania 50 mM
HU. Natomiast stymulacja wzrostu widoczna jest zarowno w obecnosci 1 mM, jak
i 50 mM HU. Jednak nie tylko dodatek izolatow kwaséw nukleinowych, ale

takze nukleozyddéw, stymulowal wzrost komorek jelita traktowanych réwnolegle
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1 mM HU, co widoczne jest na omodwionych wczes$niej rysunkach
przedstawiajacych krzywe przezycia (rys. 27-32). W przypadku linii HepG2 mozna
zaobserwowac¢ odwrotny efekt, tzn. gtéwnie dodatek nukleozyddéw wptynat na
wzrost przezywalnosci hepatocytdow w obecnosci HU. Mozna powiedzie¢, ze
uzyskane wyniki potwierdzaja zdolnos¢ komorek jelita, naturalnie bedacych
w bezposrednim kontakcie z trawionym pokarmem, do wykorzystywania nawet
dtuzszych fragmentow egzogennych kwasoéw nukleinowych. Natomiast komorki
watroby, do ktdérych trafiaja przede wszystkim strawione kwasy nukleinowe
w formie nukleozyddw, w warunkach uposledzonej syntezy replikacyjnej DNA maja
zdolnosc¢ efektywnego wykorzystywania wiasnie tych czasteczek. Uzyskane wyniki
wykazaty wptyw pokarmowych kwasoéw nukleinowych i ich prekursoréw na wzrost
komorek HT29 oraz HepG2, co potwierdzito wstepne zatozenia dotyczace zdolnosci
wykorzystywania tych czasteczek przez komérki uktadu pokarmowego w sytuacji

zaburzonej syntezy replikacyjnej DNA.

4.8. Ocena wpfywu nukleozydow i ich mieszanin oraz wyizolowanych kwasow
nukleinowych na zdolnos¢ naprawy DNA komdrek HT29 z zaburzong syntezg

naprawczg DNA

Synteza DNA w komorce jest niezbedna nie tylko w czasie replikacji, ale takze
podczas naprawy uszkodzen DNA. Jak udowodniono w omdéwionych wczesniej
badaniach, komorki sa w stanie korzysta¢ z pochodzacych z zywnosci kwasow
nukleinowych i/lub ich pochodnych, mozna si¢ bylo wiec spodziewaé¢, ze te
egzogenne czasteczki bedg mialy wpltyw takze na proces naprawy DNA. Aby
sprawdzi¢ zdolnos¢ komorek jelita do wykorzystywania egzogennych kwasow
nukleinowych oraz nukleozydéw do naprawy wiasnego DNA przeprowadzono test
kometowy, podczas ktorego dodatkowo uszkodzono material genetyczny komorek
poprzez narazenie ich na dziatanie czynnika genotoksycznego (H202). W tescie
kometowym miara fragmentacji DNA jest stosunek intensywnosci fluorescenciji
ogona, w ktérym znajduje si¢ pofragmentowany DNA, do gtowy komety,
zawierajacej DNA niepofragmentowany. Oczekiwano wigcC, ze obecnosc
egzogennych kwasow nukleinowych i ich pochodnych wptynie na zmniejszenie

zawartosci DNA w ogonach komet. Badania przeprowadzone z zastosowaniem testu
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MTT wykazaty, ze wptyw kwasdéw nukleinowych na wzrost komérek byt widoczny
dopiero w warunkach zburzenia ich metabolizmu dziataniem HU. W zwigzku z tym
w tescie kometowym postanowiono zaburzyé¢ syntez¢ naprawcza DNA poprzez
dodatek kofeiny, ktdra jest inhibitorem tego procesu (Sabisz i Sktadanowski, 2008),
aby zwigkszy¢ czutosé testu i sprawdzi¢, czy w takich warunkach komorki beda
zdolne do wykorzystywania kwaséw nukleinowych pochodzenia zywieniowego.
Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w postaci wykresow zaleznosci stopnia
fragmentacji DNA komorek traktowanych réznymi stezeniami badanych zwiazkow,
kofeing i nadtlenkiem wodoru w stosunku do komérek kontrolnych traktowanych

jedynie kofeing oraz nadtlenkiem wodoru (rys. 40-42).

Rys. 40. Wyniki testu kometowego dla komérek linii HT29 wyrazone jako stopien fragmentacji DNA
komorek traktowanych deoksyrybonukleozydami, kofeing i nadtlenkiem wodoru w stosunku do
komorek kontrolnych traktowanych kofeing oraz nadtlenkiem wodoru. Wyniki sa $rednia
z 3 powtdrzen biologicznych. Analiza statystyczna przeprowadzona za pomocg jednokierunkowej
analizy wariancji (one way ANOVA) z testem Dunnetta nie wykazata istotnych statystycznie réznic
na poziomie p < 0,05.
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Rys. 41. Wyniki testu kometowego dla komérek linii HT29 wyrazone jako stopien fragmentacji DNA
komorek traktowanych rybonukleozydami, kofeing i nadtlenkiem wodoru w stosunku do komorek
kontrolnych traktowanych kofeing oraz nadtlenkiem wodoru. Wyniki sg $rednig z 3 powt6rzen
biologicznych. Analiza statystyczna przeprowadzona za pomocg jednokierunkowej analizy wariancji
(one way ANOVA) z testem Dunnetta nie wykazata istotnych statystycznie r6znic na poziomie
p <0,05.

Rys. 42. Wyniki testu kometowego dla komérek linii HT29 wyrazone jako stopien fragmentacji DNA
komdrek traktowanych mieszaninami nukleozydéw lub izolatami kwaséw nukleinowych, kofeing
i nadtlenkiem wodoru w stosunku do komorek kontrolnych traktowanych kofeing oraz nadtlenkiem
wodoru. Wyniki sa srednig z 3 powtorzen biologicznych. Analiza statystyczna przeprowadzona za
pomocg jednokierunkowej analizy wariancji (one way ANOVA) z testem Dunnetta nie wykazata
istotnych statystycznie réznic na poziomie p < 0,05.
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Wyniki testu kometowego przeprowadzonego na komdrkach linii HT29
traktowanych nadtlenkiem wodoru i kofeing wskazujg na brak statystycznie
istotnego wptywu nukleozydéw oraz wyizolowanych z produktéw zywnosciowych
kwasow nukleinowych na stopien fragmentacji DNA komdrek. Z jednej strony
uzyskane wyniki mogtyby wskazywaé, ze komorki jelita nie korzystaty
z dostarczanych im egzogennych kwaséw nukleinowych albo st¢zenie H20- i/lub
kofeiny bylo zbyt wysokie dla skutecznej naprawy wywotanych uszkodzen.
W przypadku wszystkich badanych zwigzkéw mozna jednak zaobserwowac
powtarzajacy sie trend przeciwny do postawionych zatozen, tj. stopien fragmentacji
DNA wydaje sie by¢ nieco wyzszy niz w komorkach kontrolnych, niezaleznie od
stezenia oraz formy dostarczanych kwasow nukleinowych. Moze to oznacza¢, ze
obecnos$¢ egzogennych nukleozydow oraz kwaséw nukleinowych stymulowata
komorki do rozpoczgcia naprawy uszkodzonego DNA. Taki wniosek wynika
z mechanizmOw procesdw naprawy, podczas ktorych poczatkowym etapem jest
usuniecie uszkodzonych zasad azotowych lub nukleotydow poprzez rozciecie
tancucha polinukleotydowego w miejscu uszkodzenia (Chatterjee i Walker, 2017).
Powoduje to tymczasowe pekniecie tancucha fosforanowocukrowego, szczegolnie
w warunkach wysokiego pH na etapie rozwijania chromatyny w tescie kometowym,
co zwiegkszy zawartos¢ DNA w ogonie. Obserwowany efekt mogtby by¢ wiec
wynikiem inicjacji procesow naprawczych, ktére doprowadzity do powstania
wickszej ilosci fragmentdw DNA w komdrkach traktowanych H2O2. Jednym
z powodOw zatrzymania naprawy na etapie rozciecia nici polinukleotydowej moze
by¢ zbyt krotki czas inkubacji komorek z badanymi zwigzkami. Wskazywatoby to
na koniecznos¢ przeprowadzenia szeregu eksperymentow uwzgledniajacych rézne
czasy inkubacji, co mogtoby pozwoli¢ na okreslenie czasu niezbednego do naprawy
DNA przez komérki w przyjetych warunkach doswiadczenia.

Innym wytlumaczeniem, ktorego rozwazenie sugeruja doniesienia literaturowe
(Sabisz i1 Skladanowski, 2008), jest dziatanie kofeiny na procesy naprawcze.
Wykazano, ze zwigzek ten moze wplywaé¢ na naprawe DNA na roznych
ptaszczyznach, m.in. zaburza¢ proces rekombinacji homologicznej czy inaktywowaé

kinazy ATM/ATR (ataxia telangiectasia mutated/ ataxia telangiectasia and
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Rad3-related protein), ktére sa odpowiedzialne za aktywacje¢ punktow kontrolnych
w cyklu komoérkowym wywotanych uszkodzeniami DNA. Kofeina jest takze zdolna
do bezposredniej interkalacji w DNA, a jej powinowactwo jest wigksze do
uszkodzonych regiondw, co potencjalnie moze prowadzi¢ do zaktdcen w naprawie
poprzez maskowanie uszkodzonych miejsc lub wadliwe rozpoznawanie uszkodzen
DNA przez biatka zaangazowane w naprawe (Sabisz i Skladanowski, 2008; Chung
2021). Prawdopodobne jest wiec, ze wielokierunkowe dziatanie kofeiny mogto
zaburza¢ wspomniany proces na réznych etapach, a tym samym jej obecnos¢
utrudniata prawidtowe zakonczenie naprawy DNA w komorkach. Najnowsze
badania przeprowadzone przez Diehla i wsp. dostarczaja danych pozwalajacych na
jeszcze inne wyttumaczenie zaobserwowanych zmian w stopniu fragmentacji
komorkowego DNA. Autorzy wykazali, ze inhibicja dziatania wspomnianej
wczesniej kinazy ATR inhibitorem AZ20 wptywa na zwigkszenie smierci komorek
po traktowaniu ich guaning oraz zwigksza wrazliwos¢ na obecnos¢ innych
egzogennych prekursorow nukleotydéw, tj. adeniny, deoksyadenozyny oraz
tymidyny. Wskazuje to, ze zaburzenie puli dostepnych pochodnych kwasow
nukleinowych moze powodowac stres replikacyjny, a aktywnos¢ wspomnianej
wczesniej kinazy ATR jest niezbedna do przetrwania braku rownowagi
nukleotydowej (Diehl i in., 2022). W swietle przytoczonych badan uzyskane przeze
mnie wyniki moga wskazywac, ze obecnos¢ kofeiny, rowniez bedacej inhibitorem
kinazy ATR, mogta wptyna¢ na zaobserwowany efekt zwiekszenia stopnia
fragmentacji DNA w komorkach traktowanych kwasami nukleinowymi oraz ich
prekursorami. Przeprowadzony test kometowy nie pozwolit na wyciagniecie
jednoznacznych wnioskow dotyczacych zdolnosci komorek modelowych jelita do
wykorzystywania pokarmowych kwasoéw nukleinowych i ich pochodnych
w syntezie naprawczej DNA, przynajmniej w systemie zawierajacym Kkofeine.
W s$wietle wspomnianych, ostatnio opublikowanych obserwacji, zasadne wydaje si¢
przeprowadzenie dodatkowych badan, tj. testu kometowego bez kofeiny oraz
uwzgledniajacego rozne czasy inkubacji komorek z kwasami nukleinowymi i ich
prekursorami, oraz zastosowanie innych technik pozwalajacych na doktadniejsze

Sledzenie procesu naprawy. Jednym z takich testow jest UDS (unscheduled DNA
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synthesis), ktéry umozliwia badanie naprawy DNA wedtug mechanizmu wycinania
nukleotydow (NER - nucleotide excision repair) i ilosciowa ocene wbudowywania
znakowanych nukleozydéw (Kelly i Latmier, 2005). Wyniki uzyskane w tescie
kometowym przeprowadzonym z dodatkiem kofeiny wydajg si¢ natomiast
potwierdza¢, ze dodatek egzogennych kwasdéw nukleinowych i ich prekursorow
w sytuacji zaburzenia mechanizméw naprawy DNA wptywa na zwigkszenie stopnia

fragmentacji materiatu genetycznego komorek.
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5. PODSUMOWANIE

Kwasy nukleinowe naleza do podstawowych sktadnikéw kazdej komorki.
Sktadajace si¢ z nukleotydow DNA i RNA, najlepiej znane ze swojego udziatu
w procesie kodowania i syntezy biatek, sg takze zaangazowane w regulacj¢ wielu
procesow metabolicznych niezbednych do prawidtowego funkcjonowania
organizmu. Badania naukowe dotyczace kwasow nukleinowych skupiajg si¢ przede
wszystkim na ich roli genetycznej. Jednakze czasteczki te, tak samo jak lipidy,
biatka czy sacharydy, sa nieodtacznymi skladnikami zywnosci. Pomimo tego
badania nad ich rolg odzywczg sa ograniczone. Doniesienia literaturowe skupiajg sie
przede wszystkim na mozliwosci uzupetniania diety kwasami nukleinowymi
zwierzat hodowlanych w celu poprawy ich dobrostanu, wzbogacaniu nukleotydami
mieszanek dla niemowlat, a w ostatnich latach takze na mozliwosci suplementacji
sportowcow wspomnianymi czasteczkami. Coraz wigkszym zainteresowaniem
cieszg sie takze niekodujace, regulatorowe czasteczki miRNA, ktore wystepuja
w szczegOlnie duzej ilosci i zréznicowaniu w mleku kobiecym. Chociaz kwasy
nukleinowe sa obecne we wszystkich produktach zywnosciowych, zaréwno
roslinnych, jak i zwierzecych, w tym takze przetworzonych i poddanych obrébce
kulinarnej, ich zawartos¢ nie jest uwzgledniana w tabelach wartosci odzywczych ani
w zaleceniach zywieniowych.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie wptywu pokarmowych
kwasow nukleinowych oraz ich pochodnych na wzrost i zdolnos¢ naprawy
uszkodzen DNA komérek ludzkiego uktadu pokarmowego dla wybranych
produktéw zywnosciowych reprezentujacych odmienne krolestwa i rdznigcych sie
zawartoscig oraz jakoscig obecnych w nich kwasow nukleinowych.

Czes¢ eksperymentalna zostata podzielona na dwa bloki badawcze. W czesci
analitycznej wykorzystano produkty pochodzenia zwierzecego, tj. udo, piers
I watrobe drobiowa, produkty pochodzenia roslinnego, tj. fasole szparagowa, seler
naciowy, kalarepe i ziemniaka, oraz przedstawiciela grzybdw, tj. pieczarke.
Za pomocg techniki bloczkow parafinowych przygotowano preparaty
mikroskopowe badanych produktéw, ktére po wybarwieniu pozwolity na

wizualizacje jader komorkowych w produktach zwierzecych i nasionach fasoli
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szparagowej, a w przypadku zastosowania fluorochromu SYBR Green takze
w pieczarce. Uzyskane wyniki ujawnity roznice w rozmieszczeniu, wielkosci oraz
ilosci jader komorkowych w badanych produktach. Dodatkowo, zastosowanie
alternatywnej metody z wykorzystaniem kriostatu pozwolito na skrécenie procedury
otrzymywania skrawkow tkanek niezb¢dnych do przygotowania preparatow
mikroskopowych oraz umozliwito pominiecie etapu utrwalania probek. Test
kometowy pozwolit na oceng stopnia fragmentacji DNA znajdujacego si¢ w jadrach
komérkowych badanych produktow zywnosciowych. Produkty roslinne
charakteryzowaty si¢ mniej pofragmentowanym DNA niz produkty zwierzgce.
Najwieksze roznice byty widoczne pomiedzy wysokoczasteczkowym materiatem
genetycznym fasoli szparagowej a pofragmentowanym do rozmiaru
nukleosomalnego DNA watroby drobiowej. Przeprowadzona w kolejnym kroku
izolacja kwasow nukleinowych komercyjnymi zestawami charakteryzowata sig¢
nizsza wydajnoscia niz ekstrakcja z zastosowaniem rozpuszczalnikow organicznych.
Profile fragmentacji kwaséw nukleinowych otrzymane z zastosowaniem
elektroforezy agarozowej ujawnity obecnos¢ gtdwnie diugich fragmentéw powyzej
10 000 pz w nasionach fasoli, natomiast watroba drobiowa charakteryzowata si¢
zawartoscig wigkszej ilosci krétkich fragmentow polinukleotydowych o dtugosci ok.
200 pz. Wykazano takze, ze wptyw na fragmentacje kwaséw nukleinowych miata
zastosowana metoda izolacji. Pomiar stezenia kwaséw nukleinowych w uzyskanych
izolatach wskazal na wyzszg zawartos¢ omawianych czasteczek w watrobie
w poréwnaniu do nasion fasoli szparagowej. Na podstawie uzyskanych wynikéw do
dalszych badan wybrano jeden produkt zywnosciowych pochodzacy z krélestwa
roslin, tj. fasole szparagowa, ktdra réznita si¢ istotnie zawartoscig oraz jakoscig
kwasow nukleinowych w stosunku do drugiego wybranego produktu, tj. watroby
drobiowej, reprezentujacej produkty pochodzenia zwierzgcego.

W czesci biologicznej jako materiat badawczy wykorzystano oprécz
wyizolowanych z produktow zywnosciowych kwaséw nukleinowych takze
pojedyncze nukleozydy, jako czasteczki reprezentujace koncowe produkty trawienia
kwasow nukleinowych w przewodzie pokarmowym. Testy in vitro przeprowadzono

na komorkach linii ludzkiego uktadu pokarmowego, tj. HT29 (komorki gruczolaka
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jelita grubego), CCD 841 CoN (prawidtowe komorki jelita grubego) oraz HepG2
(komorki raka watrobowokomorkowego). Wyniki uzyskane w tescie MTT
wykazaly, ze w warunkach niezaburzonego procesu syntezy DNA ani dodatek
kwasow nukleinowych, ani pojedynczych nukleozydow, nie wptynat na wzrost
komorek. Nie oznacza to jednak, ze badane sktadniki produktow zywnosciowych
nie byly wykorzystywane przez komorki uktadu pokarmowego. Jak podaje
literatura, brak egzogennych puryn i pirymidyn pochodzenia zywieniowego
aktywuje synteze de novo kwasow nukleinowych w jelicie, natomiast obecnos¢
pochodzacych z zywnosci puryn zwigksza jednoczesnie odzysk, jak i katabolizm
tych zwigzkéw w watrobie (Grimble, 1994). Moze to wskazywa¢, ze komorki
badanych linii wykorzystywaty dostarczane im kwasy nukleinowe na drodze
odzysku, blokujac jednoczesnie biosynteze de novo, czego jednak nie byto mozna
przesledzi¢c za pomoca zastosowanej metody. Aby sprawdzi¢ wptyw badanych
zwigzkéw na wzrost komaérek w warunkach zaburzonej syntezy replikacyjnej DNA
przeprowadzono test MTT z dodatkiem hydroksymocznika, ktory jest inhibitorem
reduktazy rybonukleotydowej, Uzyskane wyniki potwierdzity zdolnos¢ komdrek do
wykorzystywania egzogennych kwasow nukleinowych, co byto widoczne w postaci
pobudzenia wzrostu w stosunku do komdrek kontrolnych traktowanych jedynie
hydroksymocznikiem. Zaobserwowano, ze komorki linii HT29 wykorzystuja
preferencyjnie obecnos¢ ditugotancuchowych kwaséw nukleinowych, niezaleznie,
czy byly to dtuzsze czasteczki wyizolowane z fasoli szparagowej, czy krotkie
fragmenty pochodzace z watroby drobiowej. Wzrost komérek HepG2 byt natomiast
silniej stymulowany przez pojedyncze nukleozydy. Uzasadni¢ mozna to faktem, ze
w warunkach in vivo tkanka jelita ma kontakt zarowno z krétszymi, jaki i diugimi
fancuchami polinukleotydowymi pochodzacymi z trawienia kwasow nukleinowych
w przewodzie pokarmowym, podczas gdy do watroby opisywane czasteczki trafiaja
przede wszystkim w formie pojedynczych nukleozyddw.

Ostatnim etapem badan byto sprawdzenie zdolnosci komérek HT29 do
wykorzystywania egzogennych kwasow nukleinowych w syntezie naprawczej
DNA. Komoérki poddano dziataniu czynnika genotoksycznego, tj. nadtlenku

wodoru, a dodatkowo zastosowano kofeine bedaca inhibitorem procesu naprawy
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DNA. Naprawe uszkodzen komérkowego DNA sledzono przy pomocy testu
kometowego. Uzyskane wyniki pokazaty, ze obecnos¢ badanych zwigzkéw nie
wptyneta na zmniejszenie fragmentacji DNA komorek HT29 wywotanej H20:
w obecnosci kofeiny. Co wigcej, zaobserwowano powtarzajacy si¢ trend sugerujacy,
ze stopien fragmentacji DNA byt nieco wyzszy niz w komorkach kontrolnych.
W S$wietle ostatnich badan (Diehl i in., 2022) zaobserwowany efekt mozna
wyttumaczy¢ prawdopodobnym powstaniem stresu replikacyjnego w wyniku
zaburzenia puli dostgpnych prekursorow kwasow nukleinowych. Aktywnos¢ kinazy
ATR w komorkach jest niezbedna do przetrwania stresu replikacyjnego, natomiast
w warunkach eksperymentu dziatanie wspomnianej kinazy zaburzono dodatkiem
kofeiny. Mogto to dodatkowo zahamowa¢ synteze DNA i przyczyni¢ sie do
obserwowanego wzrost stopnia fragmentacji DNA w stosunku do komorek
kontrolnych. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w celu okreslenia zdolnosci
wykorzystania pokarmowych kwaséw nukleinowych w syntezie naprawczej DNA
przez komorki uktadu pokarmowego nalezatoby dobra¢ inne warunki eksperymentu
lub zastosowa¢ odmienne techniki badawcze.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej potwierdzity
obecnos$¢ kwasow nukleinowych (w postaci jader komorkowych) w produktach
zywnosciowych roznego pochodzenia oraz wykazaty, ze produkty te roznig si¢
zawartoscig oraz stopniem fragmentacji znajdujacych sie w nich kwasow
nukleinowych. Omowione wyniki dowiodty réwniez, ze komorki zastosowane jako
modele ludzkiego uktadu pokarmowego byly zdolne do wykorzystywania
pokarmowych kwasow nukleinowych oraz ich prekursorow w sytuacji zaburzonej
syntezy replikacyjnej DNA. Uzyskane wyniki dowodzg powszechnosci kwasow
nukleinowych w produktach zywnosciowych i wskazuja, ze czasteczki te nie sg
obojetne dla ludzkiego uktadu pokarmowego. Potwierdza to koniecznos¢ dalszych
badan nad tymi makromolekutami i wskazuje na potrzebe weryfikacji
dotychczasowego sposobu postrzegania kwasdéw nukleinowych, ktére sag nie tylko
nosnikami informacji genetycznej, ale takze potencjalnie odzywczymi sktadnikami
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