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i elektronicznych, zostały udokumentowane w wykazie literatury odpowiednimi 
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elektroniczną. 
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podpis doktoranta 

Ja, niżej podpisany(a), wyrażam zgodę/nie wyrażam zgody* na umieszczenie ww. 
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 Art. 27. 1. Instytucje oświatowe oraz podmioty, o których mowa w art. 7 ust. 1 pkt 1, 2 i 4–8 ustawy z dnia 20 lipca 1

2018 r. – Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce, mogą na potrzeby zilustrowania treści przekazywanych w celach 
dydaktycznych lub w celu prowadzenia działalności naukowej korzystać z rozpowszechnionych utworów w oryginale 
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kręgu osób uczących się, nauczających lub prowadzących badania naukowe, zidentyfikowanych przez podmioty 
wymienione w ust. 1.
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STRESZCZENIE ROZPRAWY W JĘZYKU POLSKIM 

 Kwasy nukleinowe, do których należą DNA i RNA, są podstawowymi 

elementami każdej komórki niezbędnymi do prawidłowego funkcjonowania organizmu. 

Pomimo, że cząsteczki te stanowią również nieodłączne składniki produktów 

żywnościowych spożywanych przez człowieka, to badania na temat ich zawartości 

w żywności oraz wartości odżywczej są ograniczone.  

 Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej pokazały istotne różnice 

w ilości, wielkości i rozmieszczeniu jąder komórkowych, a także stopniu fragmentacji 

DNA w produktach żywnościowych. Wyizolowane z badanych produktów kwasy 

nukleinowe oraz pojedyncze nukleozydy miały wpływ na pobudzenie wzrostu komórek 

ludzkiego układu pokarmowego w obecności inhibitora syntezy replikacyjnej DNA, 

czego nie zaobserwowano w warunkach niezaburzonego procesu syntezy. Dodatek 

badanych związków nie wpłynął na zmniejszenie fragmentacji DNA komórek HT29 

wywołanej H2O2 w obecności kofeiny. Uzyskane wyniki potwierdziły, że komórki 

układu pokarmowego są w stanie korzystać z egzogennych, pochodzących z żywności 

kwasów nukleinowych oraz ich prekursorów, tym samym wskazując na celowość 

uznania ich za odżywczy składnik żywności.  
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STRESZCZENIE ROZPRAWY W JĘZYKU 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 H2O2 

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 SKRÓTÓW 

3H-TdR - 3H-tymidyna 

5-FU - 5-fluorouracyl 

A - adenozyna 

ATM - kinaza ataxia telangiectasia mutated 

ATP - adenozyno-5’-trifosforan 

ATR - kinaza ataxia telangiectasia and Rad3-related protein 

BrUrd - 5-bromourydyna 

C - cytydyna 

cfDNA - wolne, pozakomórkowe cząsteczki DNA (cell-free DNA) 

CoA - koenzym A 

CTAB - bromek heksadecylotrimetyloamoniowy 

dA - 2’-deoksyadenozyna 

dC - 2’-deoksycytydyna 

dG - 2’-deoksyguanozyna 

DMSO - dimetylosulfotlenek 

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy 

dsRNA - dwuniciowe cząsteczki RNA (double stranded RNA) 

EFSA - European Food Safety Authority 

FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy, forma utleniona 

G - guanozyna 

hCNTs - human Concentrative Nucleoside Transporters 

hENTs - human Equilibrative Nucleoside Transporters 

HU - hydroksymocznik 

IAP - jelitowa fosfataza alkaliczna (intestinal alkaline phosphatase) 

IUGR - intrauterine growth restriction 

miRNA - mikroRNA 

mTORC1 -  mechanistic target of rapamycin complex 1 

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

NAD+ - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, forma utleniona 

ncRNA - niekodujące cząsteczki RNA (non-coding RNA) 
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NER  - naprawa DNA poprzez wycięcie nukleotydu (nucleotide excision   

  repair) 

NK - natural killer (komórki układu odpornościowego) 

PCR - reakcja łańcuchówa polimerazy (polymerase chain reaction) 

RNA - kwas rybonukleinowy 

RNR - reduktaza rybonukleotydowa 

SDS - siarczan dodecylu sodu 

SIDT1 - systemic RNA interference defective protein 1 

SNAs - sferyczne kwasy nukleinowe (spherical nucleic acids) 

T - tymidyna 

TMP - tymidyno-5’-monofosforan 

TLR9 - Toll like receptor 9 

U - urydyna 

UDS - unscheduled DNA synthesis 
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1. WSTĘP 

1.1.  Ogólna charakterystyka kwasów nukleinowych 

1.1.1. Budowa kwasów nukleinowych 

Podstawową jednostką strukturalną kwasów nukleinowych są nukleotydy. 

Składają się one z heterocyklicznej zasady azotowej, cukru pentozy oraz grupy 

fosforanowej (rys. 1.). Zależnie od rodzaju reszty cukrowej wyróżnia się kwas 

rybonukleinowy – RNA, który posiada w swojej strukturze cukier rybozę oraz kwas 

deoksyrybonukleinowy – DNA, zawierający 2-deoksyrybozę. Do zasad azotowych 

należą puryny: adenina i guanina, które łączą się z resztą cukrową wiązaniem N-

glikozydowym pomiędzy atomami N-9 puryny i C-1’ pentozy oraz pirymidyny: 

cytozyna, tymina (występująca tylko w DNA) i uracyl (występujący tylko w RNA), 

łączące się z resztą cukrową wiązaniem N-glikozydowym pomiędzy atomem N-1 

pirymidyny i C-1’ pentozy. Cząsteczka składająca się z zasady azotowej oraz 

związanej z nią reszty cukrowej nazywana jest nukleozydem. Każdy nukleozyd 

tworzy nukleotyd łącząc się wiązaniem estrowym poprzez C-5’-OH pentozy z jedną 

grupą fosforanową. W łańcuchu polinukleotydowym pojedyncze nukleotydy 

połączone są ze sobą wiązaniem 3’-5’ fosfodiestrowym, a łańcuch umownie 

zorientowany jest od końca 5’, posiadającego wolną grupę fosforanową, w kierunku 

końca 3’, z wolną grupą hydroksylową (Blakley, 1998). 

Rys 1. Podstawowe jednostki budujące nukleotyd na przykładzie adenozyno-5’-monofosforanu. 

DNA charakteryzuje się uporządkowaną, trójwymiarową strukturą, która 

determinowana jest przez stereochemię łańcucha polinukleotydowego, wysoki 

 14

grupa 
fosforanowa

adenina  
(zasada azotowa)

ryboza 
(pentoza)

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


ładunek ujemny wynikający z występowania powtarzających się grup 

fosforanowych oraz wiązania wodorowe między zasadami azotowymi. Ostatnie 

badania dotyczące struktury DNA wskazują ponadto na istotność oddziaływań 

hydrofobowych we wnętrzu podwójnej helisy, które odgrywają główną rolę 

w stabilizacji jej struktury w środowisku wodnym (Feng i in., 2019). Wiązania 

wodorowe tworzą się pomiędzy adeniną i tyminą (dwa wiązania) oraz guaniną 

i cytozyną (trzy wiązania) dwóch antyrównoległych nici. Wiązania wodorowe 

i oddziaływania hydrofobowe prowadzą do utworzenia podwójnej helisy, w której 

płaszczyzny par zasad są prostopadłe do osi helisy, a odległość pomiędzy sąsiednimi 

parami wzdłuż osi wynosi 3,4 Å (0,34 nm). Skok helisy to 10 kolejnych par zasad 

(lub 34 Å), a na powierzchni jej struktury wyróżnić można tzw. mały i duży rowek. 

Wiele białek oddziałuje z DNA, a większość interakcji występuje pomiędzy 

grupami fosforanowymi skierowanymi na zewnątrz helisy oraz zasadami 

azotowymi znajdującymi się w dużym rowku ze względu na ich większą 

dostępność. Opisana powyżej struktura DNA określana jest jako forma B i uważana 

za podstawową, najpowszechniej występującą formę tego kwasu nukleinowego. 

Poza nią wyróżnić można także formę A, która występuje w warunkach niższej 

zawartości wody i cechuje się liczbą 11 par zasad przypadających na skok helisy. 

Forma Z natomiast jest lewoskrętna (w przeciwieństwie do prawoskrętnej helisy   

B-DNA i A-DNA) i charakteryzuje się występowaniem 12 par zasad na skok helisy. 

Łańcuchy polinukleotydowe DNA mogą również tworzyć bardziej złożone struktury 

trój- i czteroniciowe (Zubay, 1998a). 

DNA znajdujący się w jądrze komórki eukariotycznej zorganizowany jest 

w chromosomy, w których występuje w ściśle upakowanej formie zwanej 

chromatyną. Stanowi ona kompleks nici kwasu nukleinowego z białkami 

histonowymi. Fragment obejmujący 147 par zasad owiniętych na czterech rodzajach 

białek histonowych (po dwa białka z każdego rodzaju – H2a, H2b, H3, H4) tworzy 

oktamer stanowiący rdzeń nukleosomu, który od kolejnego nukleosomu oddzielony 

jest 10-90 parami zasad i dodatkowymi białkami histonowymi (histony H1 i/lub 

H5). Organizacja genomowego DNA w strukturę chromatyny odgrywa kluczową 

rolę w regulacji transkrypcji genów i w innych procesach biologicznych z udziałem 
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D N A , t a k i c h j a k r e p l i k a c j a , n a p r a w a i r e k o m b i n a c j a k w a s u 

deoksyrybonukleinowego (Zubay, 1998a; Li i Zhu, 2015). 

Za regulację ekspresji genów odpowiedzialne są również mechanizmy 

epigenetyczne, które nie ingerują w sekwencję nukleotydową zapisaną w DNA. 

Obejmują one metylację zasad azotowych w łańcuchu polinukleotydowym oraz 

modyfikacje białek histonowych. Metylacja DNA to bezpośrednia, chemiczna 

modyfikacja zasady azotowej, polegająca na kowalencyjnym przyłączeniu grupy 

metylowej –CH3 do węgla C-5 cytozyny. Reakcja ta katalizowana jest przez klasę 

enzymów znanych jako metylotransferazy DNA. Modyfikacja histonów może 

natomiast odbywać się poprzez acetylację, metylację, ubikwitynację lub fosforylację 

reszt aminokwasowych, głównie lizyny. Zmiany te są odwracalne i prowadzą do 

wyciszenia lub aktywacji regulowanych genów (Sweatt i in., 2013). 

1.1.2. Budowa i rodzaje RNA 

Do trzech podstawowych, a dokładnie najwcześniej poznanych rodzajów RNA 

należą:  

• mRNA (messenger RNA - RNA informacyjny), 

• rRNA (ribosomal RNA – RNA rybosomalny), 

• tRNA (transfer RNA – RNA transportujący). 

Każdy z nich odgrywa istotną rolę w syntezie białek. Powstający na matrycy DNA 

w wyniku procesu transkrypcji mRNA niesie informację o sekwencji aminokwasów 

w syntetyzowanym białku. Za przyłączanie aminokwasów zgodnie z kolejnością 

zapisaną na mRNA odpowiedzialny jest tRNA. Ze względu na swoją funkcję, tRNA 

posiada dwie charakterystyczne trójnukleotydowe sekwencje: miejsce wiązania 

aminokwasu, który przyłączany jest do końca 3’ łańcucha kwasu rybonukleinowego 

oraz antykodon, czyli sekwencję komplementarną do specyficznego, składającego 

się z trzech par zasad kodonu, znajdującego się na nici mRNA. Natomiast rRNA 

występuje w kompleksie z białkami tworząc rybosom, który jest miejscem spotkania 

mRNA oraz tRNA w procesie biosyntezy białek (Zubay, 1998b). Pomimo, że RNA 

jest cząsteczką jednoniciową, może tworzyć struktury drugo- i trzeciorzędowe. 

Krótkie odcinki dwuniciowe i helisy umożliwiają utworzenie różnego rodzaju pętli. 

Wynikają one z oddziaływań pomiędzy komplementarnymi parami zasad 
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w łańcuchu i mogą się tworzyć w obrębie jednej nici lub między dwoma różnymi 

cząsteczkami RNA. Na trzeciorzędową strukturę kwasu rybonukleinowego mają 

wpływ takie czynniki jak występowanie odcinków dwuniciowych, wiązania 

wodorowe pomiędzy zasadami azotowymi i regionami szkieletowymi łańcucha, 

a także interakcje z jonami i innymi cząsteczkami takimi jak np. białka (Brooker, 

2005). 

 Oprócz opisanych cząsteczek kwasów rybonukleinowych bezpośrednio 

związanych z syntezą białek, poza tRNA oraz rRNA wyróżnić można wiele tzw. 

niekodujących RNA. Poniżej wspomniane są najlepiej poznane z nich. Mały 

jądrowy RNA, czyli snRNA, zaangażowany jest w proces splicingu mRNA, czyli 

potranskrypcyjnego wycinania intronów i łączenia egzonów w celu utworzenia 

dojrzałego mRNA, będącego matrycą do syntezy białek podczas translacji. 

Wszystkie opisane rodzaje kwasu rybonukleinowego są niezbędne do prawidłowego 

funkcjonowania komórki. Znaczna część z nich może także zawierać różne 

modyfikacje chemiczne, za których wprowadzanie odpowiedzialne są małe 

jąderkowe RNA, czyli snoRNA. Do aktywnie badanych obecnie, małych cząsteczek 

RNA o długości do 200 nukleotydów, które pełnią funkcje regulatorowe, należą 

także miRNA (mikro RNA), piRNA (piwi RNA) oraz siRNA (mały interferujący 

RNA). Pierwsze z nich, czyli miRNA, bezpośrednio oddziałują z częściowo lub 

w pełni komplementarnymi do nich regionami mRNA hamując ich wykorzystanie 

w biosyntezie białek. Cząsteczki te odgrywają istotną rolę podczas różnicowania 

i rozwoju oraz zaangażowane są w utrzymanie homeostazy komórkowej. Ponadto 

ostatnie badania sugerują, że miRNA mogą być powiązane z rozwojem wielu 

chorób, w tym różnych rodzajów nowotworów. W przeciwieństwie do miRNA, 

piRNA u ssaków odgrywają rolę głównie w rozwoju zarodkowym, gdzie regulują 

ekspresję regionów repetytywnych i ulegających transpozycji w celu zapewnienia 

stabilności genomu. Z kolei siRNA przyczyniają się do utrzymania stabilności 

genomowej w żeńskich liniach zarodkowych. Ostatnie badania wskazują, że 

podczas gdy ok. 2/3 genomu ssaków jest aktywnie transkrybowane, tylko ok. 1,9% 

koduje białka. Znaczna część tej aktywności transkrypcyjnej reprezentowana jest 

przez inną klasę regulatorowych, niekodujących cząsteczek RNA – lncRNA (długie 
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niekodujące RNA). Charakteryzują się one długością co najmniej 200 nukleotydów, 

często posiadają ogony poli-A i mogą ulegać procesowi splicingu, podobnie jak 

mRNA. Chociaż funkcja wielu z lncRNA nie jest jeszcze poznana, wykazano, że 

mogą one odgrywać kluczową rolę w wielu procesach biologicznych takich jak 

kontrola epigenetyczna ekspresji genów, regulacja specyficzna dla promotora, 

inaktywacja chromosomu X czy utrzymywanie architektury jądra (Hombach 

i Kretz, 2016). 

1.2.  Kwasy nukleinowe jako składniki żywności  

1.2.1. Zawartość kwasów nukleinowych w produktach żywnościowych 

 Kwasy nukleinowe są podstawowymi składnikami organizmów żywych 

i w związku z tym występują również w produktach żywnościowych. Pomimo stałej 

obecności w diecie, ich rola odżywcza i potencjalny wpływ na kondycję 

konsumenta są przedmiotem nieporównanie mniejszej liczby badań niż w przypadku 

białek, sacharydów czy lipidów. Na podstawie dostępnej literatury naukowej można 

stwierdzić, że większość produktów spożywanych w postaci natywnej, jak i po 

przetworzeniu, jest źródłem kwasów nukleinowych i/lub ich składników w diecie 

człowieka. Cząsteczki te występują w żywności głównie w formie związanej 

z białkami jako nukleoproteiny (Zhang i in., 2016b) lub są zamknięte 

w pęcherzykach błonowych zwanych egzosomami (miRNA w mleku) (Jakubek i in., 

2020). Jakość i ilość kwasów nukleinowych w produktach żywnościowych zależy 

od rodzaju tkanki, tempa wzrostu i stadium rozwoju organizmu z którego dany 

produkt został pozyskany, jego pochodzenia, gęstości komórek, a także obróbki 

kulinarnej. Przyjmuje się, że tkanki zwierzęce zawierają więcej kwasów 

nukleinowych niż tkanki roślinne. Bogatym źródłem tych cząsteczek są również 

drożdże i grzyby, które charakteryzują się szybkim wzrostem, oraz produkty 

fermentacji zawierające kwasy nukleinowe pochodzenia bakteryjnego 

i drożdżowego (Jonas i in., 2001; Bauer i in., 2003; Rizzi i in., 2012; Cieślewicz 

i in., 2021). Zawartość RNA w tkankach może być nawet kilkukrotnie wyższa niż 

zawartość DNA, a informacja o stosunku DNA/RNA jest wykorzystywana m.in. do 

określania dobrostanu ryb i owoców morza (Yeung i Leung, 2013; Bhat i in., 2020). 
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 Istnieją znaczne rozbieżności w danych literaturowych dotyczących zawartości 

kwasów nukleinowych w żywności. Najczęściej cytowanymi opracowaniami na ten 

temat są prace Herbela i Montaga (1987) oraz Lassek i Montaga (1990). Należy 

jednak podkreślić, że artykuły te zostały opublikowane w ubiegłym wieku w języku 

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

hydrolizę kwasową i chromatografię kationowymienną do określenia zawartości 

poszczególnych zasad azotowych oraz obliczenia na tej podstawie ilości DNA 

i RNA w różnych produktach żywnościowych. Doniesienia te wskazują, że kwasy 

nukleinowe mogą stanowić kilka procent suchej masy produktu żywnościowego, 

w zależności od jego rodzaju (tab. 1). 

Tabela 1. Zawartość kwasów nukleinowych w wybranych produktach żywnościowych wyrażona      
w g/kg suchej masy produktu (Herbel i Montag, 1987; Lassek i Montag, 1990) 

Grupa produktów Produkt RNA  
[g/kg s.m]

DNA  
[g/kg s.m.]

Mięso, podroby 
i produkty mięsne

Wątroba cielęca, wołowa, wieprzowa 22,1 - 32,1 14,8 - 19,5

Serce wołowe, wieprzowe 6,1 - 9,4 5,3 - 6,9

Nerka wołowa, wieprzowa 13,5 - 15,5 16,1 - 17,6

Śledziona wołowa, wieprzowa 17,9 - 21,7 32,6 - 40,4

Płuca wołowe, wieprzowe 15,5 - 17,3 32,2 - 39,7

Grasica cielęca 32,0 148,5

Pasztetowa 2,3-9,0 1,8-4,3

Salceson 1,0-3,1 1,1-3,6

Mięso wieprzowe surowe 3,6 2,7

Mięso wieprzowe gotowane 2,9 1,6

Mięso wieprzowe smażone 3,0 2,4

Ryby i owoce morza

Tuńczyk 1,7 0,8

Filet rybne (z czarniaka, karmazyna, 
plamiaka, dorsza) 2,5 - 4,7 0,3 - 1,6

Biały halibut 4,7 0,5

Wędzony pstrąg tęczowy 4,7 1,0

Wędzona makrela 1,2 0,6

Anchois 2,0 0,8

Ikra śledzia 15,3 0,6

Szprot wędzony 2,2 1,7

Małże 10,8 9,2
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 Podobną metodologię oznaczania zawartości zasad purynowych w wybranych 

produktach żywnościowych wykorzystali już w 1976 roku Clifford i Story (Clifford 

i Story, 1976), natomiast zawartość RNA oznaczyli oni spektrofotometrycznie 

z wykorzystaniem metody opisanej przez Flecka i Munro’a (Fleck i Munro, 1962). 

Wśród przebadanych przez nich produktów najwyższą zawartością RNA 

charakteryzowały się sardynki konserwowe (590 mg/100 g), sucha fasola pinto  

(485 mg/100 g) i soczewica (484 mg/100 g), a najmniejszą tuńczyk konserwowy    

(5 mg/100 g), anchois konserwowe (6 mg/100 g) oraz krewetki konserwowe         

Rośliny strączkowe 
i zboża

Żyto 1,3 0,7

Pszenica 1,1 0,6

Soczewica 3,9 0,8

Biała fasola 3,4 1,8

Fasola mung 6,3 2,5

Groszek 4,7 1,6

Ciecierzyca 2,7 1,7

Kukurydza konserwowa 4,1 1,1

Proso białe 1,5 0,7

Warzywa 
kapustowate i inne, 

owoce

Brokuły mrożone 20,6 5,1

Brukselka mrożona 9,9 1,3

Kapusta pekińska 14,6 2,0

Jarmuż mrożony 8,4 1,8

Kalafior 14,5 2,8

Szpinak mrożony 14,0 2,6

Natka pietruszki 8,1 2,7

Ziemniaki 1,4 1,0

Cebula 2,6 0,7

Awokado 1,5 0,6

Grzyby

Drożdże piekarskie 66,2 6,0

Boczniaki 24,8 1,4

Borowiki 23,1 1,0

Pieczarki 20,5 0,9

Kurki 6,0 1,0

Grupa produktów Produkt RNA  
[g/kg s.m]

DNA  
[g/kg s.m.]
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(10 mg/100 g) (Clifford i Story, 1976). Imafidon i Sosulski przeprowadzili pomiar 

zawartości kwasów nukleinowych poprzez analizę zawartości azotu (NAN - nucleic 

acid nitrogen) w któreym wykazali, że najwięcej NAN znajdowało się w sałacie, 

kapuście i kurczaku (odpowiednio 0,728 mg/g próbki, 0,654 mg/g próbki,         

0,558 mg/g próbki), a najmniej w jajach i serze (0,05 mg/g próbki i 0,108 mg/g 

próbki) (Imafidon i Sosulski, 1990). Przegląd 13 publikacji wydanych w latach 

1976-2017 dotyczących zawartości puryn w produktach żywnościowych pokazuje, 

że największą ilością tych związków charakteryzują się produkty mięsne oraz ryby 

i owoce morza, natomiast najniższą jaja i nabiał. Autorzy analizy zwracają jednak 

uwagę, że zawartość puryn w produktach tego samego rodzaju różni się znacząco 

pomiędzy poszczególnymi publikacjami, a metody analityczne w wielu przypadkach 

są słabo opisane (Wu i in., 2019). Dominguez-Alvarez i wsp. w opracowaniu 

z 2017 r. prezentują przegląd artykułów dotyczących metod chromatograficznych 

i elektroforetycznych oznaczania nukleozydów i nukleotydów w produktach 

żywnościowych. Dane te odnoszą się jednak głównie do analizy omawianych 

związków w grzybach i preparatach dla niemowląt, a nieliczne dotyczą produktów 

mięsnych i owoców morza (Dominguez-Alvarez i in., 2017). Ding i wsp. 

zaproponowali sposób obliczania zawartości nukleotydów w żywności na podstawie 

danych dotyczących substancji zawierających azot. Metoda ta opiera się na 

założeniu, że głównymi źródłami azotu w żywności są aminokwasy, witaminy 

z grupy B, nukleotydy oraz roztwory soli. Ze względu na znikomą ilość roztworów 

soli, zawartość nukleotydów może być obliczona jako różnica pomiędzy całkowitą 

zawartością białka, standardowo mierzoną na podstawie oznaczania azotu 

całkowitego w próbce metodą Kjeldahla (Mæhre i in., 2018), a zawartością 

aminokwasów i witamin z grupy B. Na tej podstawie autorzy wskazali rośliny 

strączkowe oraz mięso i podroby jako produkty o najwyższej zawartości 

nukleotydów (odpowiednio 0,008-15,99 i 0,003-17,01 g nukleotydów/100 g), 

a nabiał - o najniższej (0,004-4,2 g nukleotydów/100 g) (Ding i in., 2021). Warto 

również zaznaczyć, że na oznaczaną zawartość kwasów nukleinowych wpływa 

obróbka kulinarna produktów żywnościowych. Cieślewicz i wsp. wykazali, że 

zawartość kwasów nukleinowych różni się w mięsie surowym, gotowanym oraz 

 21

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


grillowanym. Autorzy podkreślają jednak, że różnice te mogą wynikać z denaturacji 

termicznej białek obecnych w mięsie, co wpływa na wydajność trawienia tych 

cząsteczek proteinazą K i jednocześnie ułatwia ekstrakcję kwasów nukleinowych. 

Obserwacje te podważają wiarygodność oznaczania zawartości kwasów 

nukleinowych w oparciu o ich izolację z produktów żywnościowych (Cieślewicz 

i in., 2021). 

 Częściej niż informacje o zawartości DNA lub RNA w produktach 

żywnościowych znaleźć można dane dotyczące ich składowych - puryn. 

Zainteresowanie purynami w żywności związane jest z końcowym produktem ich 

metabolizmu, tj. kwasem moczowym, którego wysokie stężenie wiąże się 

z występowaniem dny moczanowej. Choroba ta powodowana jest przez odkładanie 

się w stawach kryształów moczanu sodu, dlatego spożycie produktów bogatych 

w puryny, będących prekursorami kwasu moczowego, uważa się za jeden 

z czynników zwiększających ryzyko ataków opisywanego schorzenia (Jonas i in., 

2001; Zhang i in., 2012; Kaneko i in., 2014; Wu i in., 2019; Zhang i in., 2022). 

Okazuje się również, że podwyższony poziom kwasu moczowego w surowicy 

(hiperurykemia) może wiązać się z występowaniem innych dolegliwości, takich jak 

stłuszczenie wątroby, przewlekła choroba nerek, zespół metaboliczny - w tym 

cukrzyca, nadciśnienie tętnicze i otyłość (Rospleszcz i in., 2020). 

 Kwasy nukleinowe obecne w produktach żywnościowych ulegają degradacji 

podczas obróbki kulinarnej (Bauer i in., 2003). Najważniejszymi czynnikami 

wpływającymi na fragmentację DNA są niskie pH i wysoka temperatura (Gryson, 

2010). Badania pokazują jednak, że pomimo zastosowania m.in. mikrofal, niskiego 

pH, podwyższonej temperatury oraz ciśnienia, nadal możliwe jest uzyskanie 

fragmentów DNA pozwalających na ich amplifikację techniką PCR, co potwierdza, 

że cząsteczki te nie ulegają całkowitej degradacji (Arslan i in., 2006; Van der Colff 

i Podivinsky, 2008; Bergerová i in., 2011). Ostatnie badania wskazują również na 

zależność jakości oraz wykrywalnej ilości wyizolowanych kwasów nukleinowych 

od rodzaju zastosowanej metody izolacji, co może wpłynąć na zafałszowanie 

wyników dotyczących zawartości omawianych cząsteczek w żywności (Piskata i in., 

2019; Cieślewicz i in., 2021). Jednak głównym celem identyfikacji kwasów 
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nukleinowych w produktach żywnościowych jest wykrywanie zafałszowań 

żywności oraz obecności modyfikacji genetycznych, czyli poszukiwanie 

określonych sekwencji nukleotydów, a nie dokładne oznaczenie ich stężenia (Querci 

i in., 2010; Hong i in., 2017). 

1.2.2. Trawienie, absorpcja i metabolizm kwasów nukleinowych 

 Kwasy nukleinowe, podobnie do odżywczych składników żywności, są trawione 

w przewodzie pokarmowym. Nukleazy występują powszechnie w organizmie 

człowieka (Santa i in., 2021), lecz pomimo udowodnionej obecności zarówno DNaz 

(Zöllner i in., 1974; Zöllner i in., 1975; Konečná i in., 2020) jak i RNaz (Bardoń 

i Shugar, 1980; Hasan i Al-Issa, 2011) w ludzkiej ślinie, obecnie przyjmuje się, że 

trawienie kwasów nukleinowych rozpoczyna się dopiero w żołądku (Liu i in., 2015). 

Eksperyment in vitro przeprowadzony przez Yao i wsp. pokazał, że czas półtrwania 

wolnych, pozakomórkowych cząsteczek DNA (cfDNA - cell-free DNA) naturalnie 

występującego w ludzkiej ślinie, wynosi niecałe 3 h (dla śliny inkubowanej w 37°C) 

(Yao i in., 2016), co może wskazywać, że czas kontaktu śliny z przeżuwanym 

pokarmem jest zbyt krótki dla zainicjowania trawienia omawianych cząsteczek. 

W żołądku kwasy nukleinowe są nie tylko uwalniane z nukleoprotein w wyniku 

działania pepsyny, ale także wstępnie trawione przez ten enzym. Reakcja ta jest 

mniej specyficzna niż w przypadku białek, jednak wykazano, że enzym ten preferuje 

cięcie łańcuchów DNA w obrębie sekwencji bogatych w puryny (Zhang i in., 2016a; 

Zhang i in., 2016b). Również cząsteczki RNA mogą być częściowo trawione, co 

udowodniono dla dsRNA (double stranded RNA) wirusa papryki i melona 

w eksperymencie in vitro przeprowadzonym z wykorzystaniem świńskiej pepsyny 

(McCanless i in., 2019). Dodatkowo, pod wpływem niskiego pH w żołądku, 

dochodzi do uwalniania puryn (tzw. depurynacji) z cząsteczek DNA poprzez 

samorzutną hydrolizę wiązań N-glikozydowych (An i in., 2014). Ostatnie badania 

na myszach wykazały, że w żołądku zachodzi także wchłanianie cząsteczek miRNA 

przez białka błonowe SIDT1 (ang. systemic RNA interference defective protein 1). 

Zaabsorbowane miRNA są wydzielane przez komórki śluzowe żołądka do układu 

krążenia w postaci egzosomów i z krwią mogą być transportowane do innych tkanek 

i organów (Chen i in., 2021). 
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 W dwunastnicy kwasy nukleinowe trawione są do oligo-, tri-, di- 

i mononukleotydów przez nukleazy trzustkowe, zarówno RNazy jak i DNazy, a ich 

działanie wspomagają jelitowe fosfodiesterazy. W dalszej części jelita cienkiego 

uwolnione nukleotydy są rozkładane do nukleozydów przez jelitowe nukleotydazy 

(m.in. ekto-5’-nukleotydazę - CD73) i alkaliczne fosfatazy (IAP - intestinal alkaline 

phosphatase), a dalsza hydroliza z udziałem nukleozydaz prowadzi do uwolnienia 

zasad azotowych. Zarówno nukleozydy, jak i zasady azotowe, mogą być wchłaniane 

przez enterocyty, a następnie metabolizowane do kwasu moczowego (puryny) lub  

β-aminokwasów (pirymidyny) lub wykorzystywane na drodze odzysku do syntezy 

nowych kwasów nukleinowych w komórce (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 kwasów 

nukleinowych przedstawiony jest na rys. 2.  

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

 Ze względu na hydrofilowy charakter nukleozydów i ich pochodnych, 

wchłanianie tych cząsteczek uzależnione jest od obecności transporterów 
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znajdujących się w błonach komórkowych. Należą do nich białka hCNTs (ang. 

human Concentrative Nucleoside Transporters) kodowane przez rodzinę genów 

SLC28 oraz białka hENTs (ang. human Equilibrative Nucleoside Transporters) 

kodowane przez rodzinę genów SLC29. Wśród hCNTs wyróżnić można trzy 

transportery: hCNT1 (SLC28A1) uczestniczące we wchłanianiu nukleozydów 

pirymidynowych (oraz w mniejszym stopniu adenozyny), hCNT2 (SLC28A2) 

przenoszące nukleozydy purynowe i urydynę oraz hCNT3 (SLC28A3) 

odpowiedzialne za przenoszenie zarówno nukleozydów purynowych jak 

i pirymidynowych. Białka hCNTs umożliwiają jednokierunkowy przepływ 

nukleozydów do wnętrza komórki w kosztownym energetycznie procesie 

sprzężonym z napływem jonów sodu (hCNT1, hCNT2, hCNT3) oraz protonów 

(hCNT3). Do transporterów hENT należą cztery białka (hENT1-4) kodowane 

odpowiednio przez geny SLC29A1, SLC29A2, SLC29A3 i SLC29A4. Transportery 

hENT1-3 zdolne są do dwukierunkowego transportu zarówno nukleozydów 

purynowych i pirymidynowych, jak i zasad azotowych (w przypadku hENT3 

możliwy jest tylko transport adeniny), natomiast hENT4 odpowiadają za transport 

adenozyny. Białka hENT1-2 przenoszą cząsteczki na zasadzie dyfuzji ułatwionej. 

W przypadku hENT3-4 mechanizm transportu nie jest jeszcze dokładnie poznany, 

jednak optimum działania obserwowane w kwaśnym środowisku może wskazywać 

na mechanizm zależny od transportu protonów. Na poziomie mRNA, w układzie 

pokarmowym, największą ekspresją genów kodujących opisywane transportery 

charakteryzuje się dwunastnica i jelito cienkie (SLC28A1 i SLC28A2) oraz wątroba 

(SLC28A1). Ponadto silną ekspresję SLC28A1 zaobserwować można również 

w nerkach, a SLC29A1 w nadnerczach i łożysku. Omawiane białka pełnią ważną 

rolę nie tylko za względu na uczestnictwo we wchłanianiu nukleozydów i zasad 

azotowych w przewodzie pokarmowym, ale umożliwiają także transport tych 

cząsteczek (również produkowanych endogennie w wątrobie) do tkanek i komórek 

z deficytem szlaków biosyntezy de novo. Zaliczają się do nich erytrocyty, leukocyty, 

komórki szpiku kostnego oraz mięśnie i mózg (Baldwin i in., 2005; Young i in., 

2013; Pastor-Anglada i in., 2018; Pastor-Anglada i in., 2022). Ogólna 

charakterystyka transporterów nukleozydów została przedstawiona w tab. 2.  
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Tabela 2. Ogólna charakterystyka transporterów nukleozydów kodowanych przez geny z rodziny 
SLC28 i SLC29 (Young i in., 2013) 

 Doświadczenia na zwierzętach wykazały, że pomimo trawienia i metabolizmu, 

również dłuższe (kilkaset par zasad) fragmenty kwasów nukleinowych mogą 

przenikać do krwi i limfy, a także do innych narządów. Jednym z pierwszych 

doniesień dotyczących losów egzogennego DNA w przewodzie pokarmowym były 

badania zespołu Schubberta i wsp. (Schubbert i in., 1994). Wykazali oni, że DNA 

faga M13 może częściowo przetrwać trawienie w przewodzie pokarmowym myszy, 

a także w niewielkim stopniu przenikać do krwiobiegu. Dotychczas obecność 

zrekombinowanych fragmentów DNA i naturalnie występujących genów 

pochodzenia roślinnego wykryto w różnych odcinkach przewodu pokarmowego 

i narządach m.in. zwierząt hodowlanych, ryb, myszy i szczurów (Rizzi i in., 2012; 

Nazwa 
genu

Nazwa 
białka

Typ transportu/  
stechiometria parowania 

z jonami
Główne miejsca występowania

SLC28A1 CNT1 Symport/  
1:1 Na+:nukleozyd

Nerki, wątroba, jelito cienkie, 
zlokalizowane głównie w błonie 

plazmatycznej

SLC28A2 CNT2 Symport/  
1:1 Na+:nukleozyd

Serce, mięśnie szkieletowe, wątroba, 
nerki, jelita, trzustka, łożysko i mózg, 

zlokalizowane głównie w błonie 
plazmatycznej

SLC28A3 CNT3

Symport/  
2:1 Na+:nukleozyd,  

1:1 proton:nukleozyd, 
prawdopodobnie 1:1:1 
Na+:proton:nukleozyd

Szeroko rozpowszechnione, 
w największej ilości w gruczole 

sutkowym, trzustce, szpiku kostnym, 
tchawicy i jelicie, zlokalizowane głównie 

w błonie plazmatycznej, w niektórych 
typach komórek również 

wewnątrzkomórkowo

SLC29A1 ENT1 Dyfuzja ułatwiona

Szeroko rozpowszechnione, 
zlokalizowane głównie w błonie 

plazmatycznej, ale także w błonach 
jądrowych i mitochondrialnych

SLC29A2 ENT2 Dyfuzja ułatwiona

Szczególnie rozpowszechnione 
w mięśniach szkieletowych, 

zlokalizowane głównie w błonie 
plazmatycznej, ale wykryte również 

w błonach jądrowych

SLC29A3 ENT3 Prawdopodobnie powiązany 
z przenoszeniem protonów

Szeroko rozpowszechnione, 
zlokalizowane wewnątrzkomórkowo 

w błonach endosomalnych/ lizosomalnych 
oraz mitochondrialnych

SLC29A4 ENT4 Prawdopodobnie powiązany 
z przenoszeniem protonów

Serce, mózg i mięśnie szkieletowe, 
zlokalizowane głównie w błonie 

plazmatycznej
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Nadal i in., 2018). Badania in vitro przeprowadzone przez Johannessena i wsp. 

z wykorzystaniem komórek Caco-2 wykazały, że większe fragmenty DNA mogą 

być wchłaniane poprzez endocytozę adsorpcyjną i transportowane do przeciwnego 

bieguna komórek w pęcherzykach. Autorzy sugerują, że w proces ten mogą być 

zaangażowane receptory i białka wiążące DNA, m.in. TLR9 (Toll like receptor 9), 

receptory zmiatacze (scavenger receptors), kanały kwasu nukleinowego (nucleic 

acid channels) czy nukleoliny (Johannessen i in., 2013). W ostatnich latach wzrosło 

zainteresowanie syntetycznymi, sferycznymi kwasami nukleinowymi (spherical 

nucleic acids - SNAs) o potencjalnej roli terapeutycznej, które również są 

wchłaniane na drodze endocytozy z udziałem receptorów zmiataczy (Cutler i in, 

2012; Choi i in., 2013; Mirkin i in., 2019). Ponieważ wielkość cząsteczek SNAs 

(średnio kilkanaście nm) zbliżona jest do rozmiarów nukleosomu (ok. 11-13 nm) 

można przypuszczać, że również w takiej formie kwasy nukleinowe pochodzenia 

żywieniowego będą mogły być wchłaniane w przewodzie pokarmowym 

(Khorasanizadeh, 2004; Cutler i in, 2012; Cutter i Hayes, 2015; Li i in., 2018). 

 Krążące w płynach ustrojowych cząsteczki kwasu deoksyrybonukleinowego 

nazywane są wolnymi, pozakomórkowymi cząsteczkam DNA (cell free DNA - 

cfDNA). Ich obecność została udokumentowana we krwi osób zdrowych, ale 

podwyższone poziomy tych cząsteczek można zaobserwować zwłaszcza 

w przypadku różnych typów nowotworów (Aarthy i in., 2015; Otandault i in., 

2019). W organizmie człowieka cfDNA mogą być m.in. aktywnie wydzielane przez 

komórki, pochodzić z ich rozpadu (np. w wyniku apoptozy czy nekrozy) lub mieć 

pochodzenie mikrobiologiczne czy wirusowe (Bronkhorst i in., 2021; Han i Lo, 

2021). Istnieją przesłanki, że tego typu cząsteczki mogą przenikać do krwiobiegu 

także z produktów żywnościowych. Badania przeprowadzone przez Spisaka i wsp. 

sugerują obecność w ludzkim krwiobiegu cfDNA o sekwencjach odpowiadających 

sekwencjom chloroplastów roślinnych, wśród których najpowszechniejsze były te 

pochodzące z ziemniaka i pomidora (Spisak i in., 2013). Wskazuje to na możliwość 

wchłaniania z przewodu pokarmowego nawet dużych fragmentów DNA, które nie 

uległy degradacji w trakcie procesu trawienia. Należy jednak zaznaczyć, że praca ta 

została zakwestionowana przez Luska, który zwrócił uwagę na wysoce 
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prawdopodobną obecność zanieczyszczeń egzogennym DNA próbek analizowanych 

przez zespół Spisaka (Lusk, 2014). Obecnie większość badań dotyczących cfDNA 

nie uwzględnia żywności jako źródła wspomnianych cząsteczek.  

1.2.3. Żywieniowa rola kwasów nukleinowych i ich pochodnych 

 Kwasy nukleinowe obecne w produktach żywnościowych mogą oddziaływać 

w przewodzie pokarmowym konsumenta na różnych płaszczyznach. Jako składnik 

odżywczy ulegają trawieniu i wchłanianiu, a następnie są metabolizowane lub 

odzyskiwane w celu syntezy nukleotydów. Już w ubiegłym stuleciu zauważono, że 

nukleotydy pochodzenia żywieniowego powinny być uznawane za niezbędne 

składniki pokarmowe w diecie człowieka (Grimble, 1996). Jednakże większość 

badań dotyczących żywieniowej roli omawianych cząsteczek została 

przeprowadzona na modelach zwierzęcych. W latach 80. Leleiko i wsp. wykazali, że 

karmienie szczurów dietą pozbawioną puryn i pirymidyn skutkowało zmniejszeniem 

zawartości zarówno RNA, jak i białka całkowitego w jelicie cienkim i okrężnicy 

(Leleiko i in., 1987). W przypadku odstawionych od matki szczurów Uauy i wsp. 

zasugerowali, że dodatek nukleozydów do diety może wspomagać wzrost 

i dojrzewanie jelit (Uauy i in., 1990), podczas gdy u dorosłych zwierząt brak 

nukleotydów w diecie wiąże się ze zmniejszeniem zawartości tych cząsteczek oraz 

RNA w ich wątrobach (López-Navarro i in., 1995). Również u starszych gryzoni 

wykazano, że obecność nukleotydów w diecie korzystnie wpływa na regenerację 

jelit po okresie głodu (Ortega i in., 1995). Suplementacja nukleotydami zwierząt 

doświadczalnych była związana z wydłużeniem życia (Xu i in., 2013), a także 

ochroną przed alkoholowym uszkodzeniem wątroby poprzez zmniejszanie stanu 

zapalnego i wpływ na mikrobiotę jelit (Cai i in., 2016). Podanie hydrolizowanych 

nukleoprotein pochodzących z mleczu łososia również wykazywało działanie 

protekcyjne w sytuacji indukowanego etanolem uszkodzenia wątroby u szczurów 

(Kojima-Yuasa i in., 2016). Badania na myszach z wykorzystaniem mieszaniny 

nukleotydów otrzymanych z RNA drożdży browarniczych wykazały działanie 

przeciwzmęczeniowe tych cząsteczek, co było prawdopodobnie związane 

z ograniczeniem stresu oksydacyjnego oraz poprawą funkcji mitochondriów 

w mięśniach szkieletowych (Xu i in., 2017). Korzystny wpływ dodatku 
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nukleotydów na funkcje komórek mięśniowych potwierdzono również dla linii 

komórkowych mięśni szkieletowych myszy (Uberti i in., 2020). Egzogenne kwasy 

nukleinowe i ich pochodne mają również wielokierunkowe działanie 

immunomodulujące. Wykazano, że wpływają one na poziom przeciwciał u myszy 

(Sudo i in., 2000; Nagafuchi i in., 2002), produkcję cytokin (Nakamoto i in., 2011) 

i aktywność komórek NK (Carver i in., 1990) oraz zmniejszają stan zapalny 

w tkance tłuszczowej (Sakai i in., 2015).  

 Obecnie wiele badań skupia się na możliwości suplementacji zwierząt 

hodowlanych egzogennymi kwasami nukleinowymi, w których upatruje się m.in. 

alternatywy do stosowania antybiotyków w celu zachowania dobrostanu zwierząt 

(Sauer i in., 2011). Doświadczenia przeprowadzone na prosiętach wykazały m.in. 

wpływ suplementacji nukleotydami pochodzącymi z ekstraktu drożdżowego na 

obniżenie ekspresji interleukin IL-6 i IL-1β oraz zwiększenie ekspresji IL-10 

i interferonu IFN-ɣ wśród odstawionych od matek prosiąt (Superchi i in., 2012). 

Dodatek kwasów nukleinowych i/lub ich pochodnych poprawił także wykorzystanie 

składników odżywczych, funkcjonowanie jelit oraz odporność w przypadku prosiąt 

dotkniętych wewnątrzmacicznym zahamowaniem wzrostu płodu (IUGR - 

intrauterine growth restriction) (Che i in., 2016), wpłynął na stymulację rozwoju 

jelit i transportu nukleotydów (Xie i in., 2019) oraz wydajność wzrostu zwierząt 

(Perricone i in., 2020). Ponadto Tan i wsp. wykazali, że dodatek nukleotydów 

w diecie macior w okresie ciąży może sprzyjać wzrostowi prosiąt (Tan i in., 2021). 

Dodatek do diety kurcząt omawianych cząsteczek wpłynął korzystnie na 

właściwości fizyczne i odżywcze ich mięśni (Chiofalo i in., 2011), poprawił 

wydajność wzrostu, morfologię jelit, produkcję przeciwciał (Daneshmand i in., 

2017; Kreuz i in., 2020; Kamel i in., 2021), odpowiedź immunologiczną oraz 

różnorodność mikrobioty jelitowej (Wu i in., 2018) tych zwierząt, a także ograniczył 

negatywne skutki zakażenia bakterią Clostridium perfringens (Mohamed i in., 

2020). Suplementacja nukleotydami wpłynęła również korzystanie na zdrowotność 

ryb hodowlanych. Zwiększyła wzrost oraz odporność na stres pstrąga tęczowego 

(Tahmasebi-Kohyani i in., 2012), wzmocniła odpowiedź immunologiczną oraz 

przeżywalność tilapii przy zakażeniu Streptococcus iniae (Shiau i in., 2015) oraz 
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poprawiła parametry krwi, odpowiedź immunologiczną, reakcję na stres i wydajność 

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

zwiększenie zawartości kwasów tłuszczowych n-3 oraz poprawę jakości mięsa (Tie 

i in., 2019) i ograniczyła zachorowalność na zapalenie jelit wywołane zakażeniem 

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

pokazują, że kwasy nukleinowe i ich pochodne mają korzystny wpływ szczególnie 

na wzrost, dojrzewanie jelit, odpowiedź immunologiczną oraz reakcję na stres. 

Potwierdza to, że obecność tych cząsteczek w diecie jest kluczowa dla zachowania 

dobrostanu różnych gatunków zwierząt. 

 Badania dotyczące wpływu kwasów nukleinowych pochodzących z żywności 

z udziałem ludzi skupiają się przede wszystkim na kwestiach zdrowotnych:  

- ryzyku wystąpienia dny moczanowej (co zostało omówione w podrozdziale 1.2.1),  

- możliwości wzbogacania mieszanek dla niemowląt m.in. w celu wspomagania 

rozwoju dzieci, 

- oraz w ostatnich latach również na możliwości suplementacji omawianymi 

cząsteczkami sportowców m.in. w celu poprawy wydolności organizmu czy 

przyspieszenia regeneracji po wysiłku. 

Już w ubiegłym wieku zauważono, że dodatek pochodnych kwasów nukleinowych 

do diety niemowląt może wpływać na skład kwasów tłuszczowych błon 

komórkowych erytrocytów. Wzbogacenie mieszanki dla dzieci nukleotydami 

spowodowało wzrost zawartości kwasów n-3 i n-6 (DeLucchi i in., 1987; Pita i in., 

1988) oraz obniżenie ilości cholesterolu w błonach czerwonych krwinek (Pita i in., 

1988) w porównaniu do dzieci karmionych standardową mieszanką na bazie mleka 

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

nukleotydów do mieszanki mlekozastępczej spowodował wzrost stężenia 

lipoprotein w osoczu wcześniaków (Sánchez-Pozo i in., 1994). Odmienne wyniki 

uzyskali jednak Woltil i wsp., w badaniach których obecność nukleotydów 

w mieszance dla niemowląt nie wpłynęła na status długołańcuchowych, 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych erytrocytów oraz estrów cholesterolu 

w osoczu przedwcześnie urodzonych dzieci (Woltil i in., 1995). Badania 

przeprowadzone w kolejnych latach również nie pozwoliły na wyciągnięcie 
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jednoznacznych wniosków dotyczących wpływu dodatku nukleotydów na profil 

lipidowy noworodków (Axelsson i in., 1997; Siahanidou i in., 2004; Gibson i in., 

2005). Natomiast metaanaliza przeprowadzona w 2015 r. i obejmująca 8 prac 

badawczych wskazała, że suplementacja nukleotydami znacząco zwiększa stężenie 

wielonienasyconych kwasów tłuszczowych w osoczu, ale nie wpływa na skład 

kwasów tłuszczowych w erytrocytach niemowląt (Wang i in., 2015). Przedmiotem 

zainteresowania naukowców jest również potencjalny wpływ podawanych doustnie 

prekursorów kwasów nukleinowych na odpowiedź immunologiczną dzieci. Badania 

wskazują, że fortyfikacja mieszanek mlekozastępczych nukleotydami może 

przyczyniać się do wzrostu stężenia w osoczu przeciwciał należących do różnych 

klas, m.in. przeciwciał IgG przeciwko β-laktoglobulinie (Martínez-Augustin i in., 

1997), przeciwciał przeciwko polisacharydom Haemophilus influenzae typu b oraz 

błonicy wytworzonych w wyniku immunizacji (Pickering i in., 1998), czy 

przeciwciał IgA i IgM (Navarro i in., 1999). Ponadto, może również obniżać ryzyko 

biegunki u niemowląt (Brunser i in., 1994; Yau i in., 2003). W badaniach 

przeprowadzonych w 2004 r. zaobserwowano silniejszą odpowiedź immunologiczną 

dzieci karmionych mieszanką wzbogaconą w nukleotydy w stosunku do dzieci 

karmionych standardowym preparatem, jednak efekt był słabszy lub zbliżony do 

uzyskanego dla dzieci karmionych mlekiem matki (Schaller i in., 2004; Buck i in., 

2004). Zaobserwowany efekt uzasadnić można faktem naturalnej obecności 

w mleku kobiecym kwasów nukleinowych, zarówno w formie nukleotydów, jak 

i cząsteczek miRNA (Leach i in., 1995; Jakubek i in., 2020). W przypadku 

niedożywionych niemowląt nie zaobserwowano znaczącego wpływu dodatku 

nukleotydów w diecie na odpowiedź immunologiczną (Vásquez-Garibay i in., 

2004), również w przypadku zdrowych dzieci wyniki były niejednoznaczne 

(Hawkes i in., 2006). Wnioski z metaanalizy uwzględniającej 9 prac badawczych 

wskazują na lepszą odpowiedź immunologiczną suplementowanych nukleotydami 

niemowląt po podaniu szczepionki przeciwko Haemopillus influenzae, toksoidu 

błoniczego oraz doustnej szczepionki przeciwko polio. Ponadto, na podstawie 

przeprowadzonej metaanalizy autorzy zaznaczają, że dowody potwierdzające 

korzyści zdrowotne dodatku nukleotydów w diecie niemowląt są wystarczające, aby 
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zarekomendować wzbogacanie mieszanek mlekozastępczych w te składniki. 

Podkreślają oni również, że taka suplementacja nie wiąże się z żadnym ryzykiem 

zdrowotnym (Gutiérrez-Castrellón i in., 2007). Poza przytoczonymi badaniami, 

w literaturze można znaleźć również informacje dotyczące wpływu prekursorów 

kwasów nukleinowych na wzrost dzieci. Suplementacja nukleotydami niemowląt 

z upośledzoną czynnością błony śluzowej spowodowała uzyskanie wyższych 

średnich wskaźników przyrostu masy ciała, długości i obwodu głowy w stosunku do 

niemowląt karmionych mlekiem modyfikowanym na bazie serwatki, do którego 

nukleotydy nie były dodawane (Cosgrove i in., 1996). Również w przypadku 

zdrowych dzieci wzbogacenie mieszanki mlekozastępczej o nukleotydy wpłynęło na 

zwiększenie obwodu głowy oraz masy ciała (Singhal i in., 2010), co jednak nie 

pokrywało się z wynikami uzyskanymi wcześniej przez Hawkes i wsp. (2006). 

Metaanaliza obejmująca 8 prac badawczych wykazała, że suplementacja 

nukleotydami zwiększa tempo przyrostu masy ciała oraz wzrostu obwodu głowy 

noworodków, ale nie ma wpływu na masę ciała czy jego długość. Autorzy 

podkreślają, że dla wyciągnięcia jednoznacznych wniosków potrzebne są 

randomizowane badania na dużą skalę (Wang i in., 2019).  

 Zainteresowanie naukowców dodawaniem pochodnych kwasów nukleinowych 

do preparatów dla niemowląt jest związane z naturalnym występowaniem tych 

cząsteczek w mleku ludzkim (Leach i in., 1995), co potwierdza ich istotną rolę 

w diecie rozwijającego się noworodka. W rekomendacjach zaproponowanych przez 

Koletzko i wsp. dotyczących kompozycji mieszanek mlekozastępczych nukleotydy 

wymienione są jako opcjonalne dodatki, których ilość nie powinna przekraczać 

5 mg/100 kcal (Koletzko i in., 2005). Opinia EFSA (European Food Safety 

Authority) wydana w 2014 r. uwzględnia możliwość dodawania nukleotydów do 

mieszanek dla niemowląt, jednak zaznacza, że ze względu na brak jednoznacznych 

dowodów na korzyści płynące z obecności tych cząsteczek nie ma konieczności ich 

dodawania (EFSA NDA Panel, 2014). Wyniki omówionych powyżej badań 

wskazują jednak, że obecność nukleotydów w diecie niemowląt może korzystnie 

wpływać na ich rozwój, a w szczególności na tempo przyrostu masy ciała, 

odpowiedź immunologiczną czy obniżanie ryzyka biegunek.  
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 Kolejnym trendem obserwowanym w ostatnich latach jest pojawianie się coraz 

większej liczby badań dotyczących możliwości suplementacji sportowców 

składnikami kwasów nukleinowych. W badaniach przeprowadzonych z udziałem 

14-stu średnio wytrenowanych mężczyzn wykazano, że 60-cio dniowa 

suplementacja preparatem Nucell zawierającym kwasy nukleinowe pochodzące 

z drożdży przyczyniła się do wzrostu stężenia przeciwciał IgA w ślinie oraz 

obniżenia stężenia kortyzolu bezpośrednio po ćwiczeniach na ergometrze 

rowerowym, w stosunku do grupy przyjmującej placebo (Mc Naughton i in., 2006). 

Autorzy potwierdzili uzyskane wyniki również dla ćwiczeń o wysokiej 

intensywności (Mc Naughton i in., 2007). Suplementacja przez 30 dni zawodników 

taekwondo preparatem Inmunactive, zawierającym mieszaninę nukleotydów, 

spowodowała szybsze namnażanie limfocytów po wysiłku fizycznym na 

cykloergometrze (Riera i in., 2013). Natomiast 14-sto dniowa interwencja 

podawanymi podjęzykowo nukleotydami wpłynęła na wzrost stężenia przeciwciał 

IgA w surowicy, aktywność cytotoksyczną komórek NK oraz wydłużyła czas do 

zmęczenia podczas wysiłku fizycznego (Ostojic i in., 2013). Stosowanie preparatu 

nuBound, w którego skład wchodzą m.in. nukleotydy pochodzące z drożdży, przez 

14 dni, doprowadziło do znaczącego spadku stężenia kortyzolu i mieloperoksydazy 

bezpośrednio po wysiłku z obciążeniem oraz do spadku aktywności kinazy 

kreatynowej po 24 godz. od treningu. Zaobserwowano również zwiększenie siły 

izometrycznej bezpośrednio, a także po 24 i 48 godz. od wysiłku w grupie 

przyjmującej badany preparat (Sterczala i in., 2016). Poza mieszaninami 

nukleotydów wśród sportowców badany jest także wpływ suplementacji ATP, 

cząsteczki odpowiedzialnej za przenoszenie energii m.in. w mięśniach, a więc 

mogącej bezpośrednio wpływać na wyniki uzyskiwane przez osoby trenujące. 

Przykładowo, doustna, 14-sto dniowa suplementacja ATP zapobiegła obniżeniu 

stężenia tego związku, a także ADP i AMP we krwi, po wysiłku fizycznym, oraz 

poprawiła pobudliwość mięśni (Purpura i in., 2017). Przyjęcie preparatu 

zawierającego ATP jedynie 30 min przed treningiem aerobowym miało wpływ na 

ciśnienie krwi oraz zmienność rytmu serca kobiet z nadciśnieniem (de Freitas i in., 

2018). Także w przypadku mężczyzn wykonujących półprzysiady z obciążeniem, 
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zastosowanie jednorazowej dawki 400 mg ATP pół godziny przed wysiłkiem 

umożliwiło osiągnięcie większej liczby powtórzeń (Dos Santos Nunes de Moura 

i in., 2021). Przytoczone badania pokazują, że suplementacja pochodnymi kwasów 

nukleinowych może mieć wpływ m.in. na zwiększenie siły i wytrzymałości, 

poprawę odpowiedzi immunologicznej, a także obniżenie stężenia kortyzolu 

bezpośrednio po wysiłku fizycznym. Wydaje się więc zasadne stwierdzenie, że 

obecność pochodnych kwasów nukleinowych w diecie może być korzystna dla osób 

trenujących.  

 Okazuje się, że kwasy nukleinowe mogą być wykorzystywane jako składniki 

odżywcze przez wiele gatunków mikroorganizmów (Ibáñez de Aldecoa i in., 2017; 

Wasmund i in., 2021; Huang i in., 2022). Finkel i Kolter przeprowadzili badania 

w których udowodnili, że Escherichia coli wykorzystuje zewnątrzkomórkowe DNA 

jako źródło węgla, a mutacja powodująca niezdolność tych bakterii do utylizacji 

DNA wpływa znacząco na pogorszenie ich wzrostu (Finkel i Kolter, 2001). 

Natomiast dla obecnych w przewodzie pokarmowym człowieka bakterii Bacteroides 

thetaiotaomicron wykazano, że posiadają one układy degradujące rybozę (Glowacki 

i in., 2020). Zdolność wykorzystywania kwasów nukleinowych udowodniono 

również dla bakterii Bacteroides ruminicola i Selenomonas ruminantium, 

bytujących w przewodach pokarmowych przeżuwaczy (Cotta, 1990).  

 Poza rolą odżywczą, wśród mikroorganizmów zewnątrzkomórkowy DNA 

odgrywa ważną rolę w tworzeniu biofilmu, który jest uważany za istotny czynnik 

wirulencji dla bakterii chorobotwórczych (Jakubovics i in., 2013). Od czasu do 

czasu pojawiają się rozważania na temat możliwości horyzontalnego transferu 

genów przez mikrobiotę konsumenta, głównie w związku ze spożywaniem roślin 

modyfikowanych genetycznie. Jednak jak dotąd nie ma twardych dowodów na to, że 

takie zjawisko rzeczywiście występuje in vivo lub występuje w stopniu, który może 

stanowić zagrożenie dla konsumenta (Rizzi i in., 2012; Nawaz i in., 2019; Alamnie 

i Andualem, 2020). 

 W przypadku zwierząt udowodniono, że pewne gatunki wykorzystują 

nukleozydy jako źródło energii dla czerwonych krwinek. Dojrzałe erytrocyty świń 

metabolizują inozynę do produkcji ATP (Magnani i in., 1983; Young i in., 1986), 
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natomiast guanozyna i inozyna mogą być wykorzystywane zarówno przez dojrzałe 

erytrocyty, jak i retikulocyty (rozwijające się czerwone krwinki) kur (Mathew i in., 

1993). 

 W przypadku człowieka nie można jeszcze jednoznacznie określić, czy jest on 

zdolny pozyskiwać energię z rozkładu kwasów nukleinowych. Badania 

przeprowadzone przez Giannecchini i wsp. na ludzkiej linii komórek raka jelita 

grubego LoVo wykazały, że komórki te są zdolne do wykorzystywania 

fosforylowanej reszty rybozy pochodzącej z inozyny na cele energetyczne, jednak 

miało to miejsce w warunkach braku glukozy w pożywce oraz przy zablokowanej 

fosforylacji oksydacyjnej (Giannecchini i in., 2005). Najnowsze badania Skinner 

i wsp. wskazują na zdolność utylizacji rybozy pochodzącej z urydyny lub RNA na 

cele energetyczne w warunkach niedoboru glukozy przez różne nowotworowe linie 

komórkowe. Badacze udowodnili opisywany proces w eksperymentach in vitro 

m.in. dla komórek białaczki K562 (Skinner i in., 2023). Omówione badania 

pokazują, że kwasy nukleinowe nie tylko pełnią rolę  

 Obecnie brak jest badań, które wskazywałyby na możliwe zagrożenia lub brak 

ryzyka związanego ze spożywaniem zmodyfikowanych nukleozasad. Aktywność 

przeciwnowotworowa fluorouracylu podawanego doustnie jasno pokazuje, że 

chemicznie modyfikowane składniki kwasów nukleinowych są wchłaniane przez 

ludzkie komórki, włączane do DNA podczas replikacji i mogą decydować 

o przeżyciu komórki (Zhang i in., 2008). Nie ma powodu zakładać, że ten sam 

scenariusz nie jest możliwy w przypadku np. utlenionych nukleozasad 

pochodzących ze spożywanej żywności. Możliwość taką pośrednio potwierdza 

istnienie w ludzkich komórkach enzymu - trifosfatazy MTH1, którego rolą jest 

selektywne usuwanie oksydacyjnie uszkodzonych nukleotydów z puli trifosforanów 

nukleozydów (Fujikawa i in., 2001). Enzym ten jest aktywny w enterocytach, czyli 

w komórkach, które mają bezpośredni kontakt z egzogennymi kwasami 

nukleinowymi i produktami ich trawienia. W przypadku komórek nowotworowych 

wykazano, że wbudowanie utlenionej guaniny do DNA komórek o wyciszonej 

aktywności MTH1 prowadzi do apoptozy (Gad i in., 2014). Włączenie utlenionych 
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nukleozasad może być również przyczyną upośledzania mechanizmów 

epigenetycznych (Lewandowska i Bartoszek, 2011; Zarakowska i in., 2014). 

1.2.4. Żywieniowa rola cząsteczek miRNA 

 W ostatnich latach rosnącym zainteresowaniem wśród naukowców cieszą się 

regulatorowe cząsteczki miRNA. Są one najbardziej rozpowszechnioną klasą 

małych, niekodujących cząsteczek RNA (ncRNA), wpływającą m.in. na regulację 

ekspresji genów, a zaburzenia w ich produkcji powiązane są m.in. z rozwojem 

różnego rodzaju nowotworów. Występują powszechnie u zwierząt, roślin, a nawet 

wirusów (Chen i in., 2008; Cai i in., 2009; Skalsky i Cullen, 2010). Badania 

wykazały, że miRNA występujące w ludzkim osoczu są odporne na gotowanie, 

przedłużone przechowywanie, niskie i wysokie pH oraz cykle zamrażania 

i rozmrażania, a także częściowo na trawienie RNazą (Chen i in., 2008). Również 

w przypadku miRNA pochodzących z kukurydzy, cząsteczki te były nadal 

wykrywalne w karmie zawierającej gotowaną kukurydzę i poddanej obróbce 

w wysokiej temperaturze i ciśnieniu (Luo i in., 2017). Trwałość miRNA 

potwierdzono także dla cząsteczek obecnych w soi i ryżu, poddanych zarówno 

gotowaniu, jak i symulowanemu trawieniu in vitro (Philip i in., 2015). Może to 

wskazywać, że miRNA obecne w produktach żywnościowych są w pewnym stopniu 

odporne na obróbkę kulinarną, a także na warunki panujące w przewodzie 

pokarmowym.  

 Jednym z rodzajów pokarmów niezwykle bogatych w miRNA jest mleko. 

Badania dotyczące mleka ludzkiego pokazały, że stanowi ono jedno z najbogatszych 

źródeł miRNA wśród płynów ustrojowych człowieka, w którym Alsaweed i wsp. 

zidentyfikowali ok. 3500 rodzajów tych cząsteczek (Alsaweed i in., 2015; Alsaweed 

i in., 2016). We frakcji odtłuszczonej mleka wspomniane cząsteczki mogą 

znajdować się w egzosomach, tzn. pęcherzykach błonowych, które uczestniczą 

w komunikacji międzykomórkowej (Jakubek i in., 2020). Duża część miRNA 

obecnego w mleku i zamknięta w egzosomach jest odporna na działanie RNaz, 

niskie pH oraz kilkukrotne cykle zamrażania i rozmrażania (Kosaka i in., 2010; 

Izumi i in., 2012). Jednak ostatnie badania przeprowadzone na mleku krowim 

wskazują, że komercyjna obróbka mleka, tj. pasteryzacja oraz sterylizacja, mogą 
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doprowadzić do uszkodzenia struktury egzosomów (Kleinjan i in., 2021). 

Doświadczenia przeprowadzone na liniach komórkowych wykazały, że wchłanianie 

egzosomów odbywa się poprzez endocytozę i jest możliwe dzięki obecności 

specyficznych glikoprotein na powierzchni egzosomów oraz komórek nabłonka 

jelita (Wolf i in., 2015). Ponadto badania przeprowadzone na myszach wskazują, że 

cząsteczki miRNA mogą być wchłaniane już w żołądku z udziałem białek 

błonowych SIDT1 (Chen i in., 2021).  

 Odporność miRNA znajdujących się w mleku może wskazywać, że cząsteczki te 

są zdolne do przetrwania warunków panujących w przewodzie pokarmowym, dzięki 

czemu mogą być absorbowane w niezmienionej formie. Udowodniono, że kwasy 

nukleinowe w postaci miRNA wchłaniane są przez noworodki karmione mlekiem 

matki, a cząsteczki te wpływają m.in. na rozwój dziecka, w szczególności na układ 

odpornościowy, biorą udział w regulacji równowagi płynów ustrojowych, kontroli 

apetytu i pragnienia (Alsaweed i in., 2016; Leroux i in., 2021; Melnik i in., 2021). 

Ponadto udowodniono, że cząsteczki miRNA występujące w mleku ludzkim oraz 

krowim mogą wpływać na ekspresję metylotransferaz DNA związanych z regulacją 

epigenetyczną (Melnik i Schmitz, 2017). Co ciekawe, niektóre z rodzajów miRNA 

są obecne zarówno w mleku ludzkim, jak i w tym pochodzącym od krów, świń czy 

pand, co uważa się za dowód na ich istotną rolę w rozwoju noworodków ssaków 

(van Herwijnen i in., 2018). Obecność oraz aktywność miRNA, obok innych 

składników mleka ludzkiego, podkreśla wyższość naturalnego karmienia niemowląt 

nad stosowaniem mieszanek mlekozastępczych oraz potwierdza niezwykle ważną 

rolę mleka kobiecego w diecie rozwijającego się dziecka. 

 Oddziaływanie miRNA mleka na noworodki dowodzi, że wspomniane kwasy 

nukleinowe nie są obojętne dla organizmu dziecka. Powstaje jednak pytanie, czy 

spożywanie mleka krowiego, powszechnego elementu diety, na kolejnych etapach 

życia człowieka, może nieść ze sobą także zagrożenia zdrowotne. Wykazano m.in., 

że po doustnym podaniu mleka krowiego ludzie wchłaniają znaczne ilości miRNA 

(miR-29b i miR-200c), które mogą wpływać na ekspresję genów jednojądrzastych 

komórek krwi obwodowej oraz, co wykazano w testach in vitro, embrionalnych 

komórek nerki HEK-293 (Baier i in., 2014). Natomiast obecne w mleku krowim 
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cząsteczki miRNA-21 osłabiają działanie hamujące różnych białek supresorowych 

nowotworów na kinazę mTORC1 (mechanistic target of rapamycin complex 1), 

której zaburzona aktywność może wpływać na rozwój chorób cywilizacyjnych 

(Melnik i in., 2013). Ponadto miRNA mleka krowiego powiązano z rozwojem 

chłoniaków rozlanych z dużych komórek B, będących nowotworami układu 

limfatycznego (Melnik i in., 2023). Przytoczone badania potwierdzają niezwykle 

ważną rolę mleka kobiecego w rozwoju noworodków, a jednocześnie podkreślają, 

że spożycie mleka krowiego przez dorosłego człowieka może nieść ze sobą pewne 

zagrożenia zdrowotne.  

 Poza omówioną aktywnością miRNA obecnych w mleku, pojawiają się również 

doniesienia dotyczące możliwości oddziaływania na organizm miRNA 

pochodzącego z produktów roślinnych. Jednym z pierwszych tego typu badań była 

praca dotycząca możliwości wchłaniania przez myszy cząsteczek MIR168a 

pochodzących z ryżu, które wiązały się z LDLRAP1 (ang. low-density lipoprotein 

receptor adapter protein 1) mRNA i hamowały jego ekspresję w wątrobie, co 

skutkowało wzrostem stężenia lipoprotein LDL w osoczu zwierząt (Zhang i in., 

2012). Przytoczone doświadczenia zostały jednak poddane analizie przez innych 

naukowców, co ochłodziło początkowy entuzjazm dotyczący możliwości pobierania 

miRNA z przewodu pokarmowego i jego zdolności do regulacji ekspresji genów 

w organizmie biorcy (Witwer i Hirschi, 2014). Wnioski z dotychczas 

przeprowadzonych badań nad możliwością przenikania egzogennych, 

niekodujących cząsteczek RNA wraz z dietą do tkanek zwierzęcych i ludzkich są 

niejednoznaczne (Li i in., 2018; Zhang i in., 2019; McNeill i Hirschi, 2020). Poza 

bezpośrednim wpływem na tkanki przewodu pokarmowego pojawiają się również 

doniesienia wskazujące na możliwy wpływ pokarmowego RNA na mikrobiotę 

jelitową. Wykazano m.in., że miRNA obecne w nanocząstkach przypominających 

egzosomy otrzymanych z imbiru regulują ekspresję genów bakterii Lactobacillus 

rhamnosus (Teng i in., 2018), a miRNA kukurydzy oddziałują na bakterie z rodzaju 

Firmicutes (Huang i in., 2020), przez co wpływają na skład mikrobioty przewodu 

pokarmowego.  
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 Dane literaturowe dotyczące miRNA w mleku wskazują na ich istotny wpływ 

w rozwoju noworodków ssaków oraz zdolność oddziaływania na organizm 

dorosłego człowieka. Badania nad miRNA obecnymi w pokarmach roślinnych nie 

pozwalają na wyciągnięcie jednoznacznych wniosków o ich wpływie na organizm 

ludzki, jednak wydaje się, że cząsteczki te mogą co najmniej oddziaływać na 

mikrobiotę jelitową konsumenta.  
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2. CEL I ZAKRES PRACY 

 Kwasy nukleinowe, jako podstawowe elementy komórek organizmów żywych, 

znajdują się we wszystkich produktach żywnościowych spożywanych przez 

człowieka. Pomimo ich niepodważalnej obecności w codziennej diecie, są one nadal 

postrzegane głównie jako nośniki informacji genetycznej, a dane dotyczące wpływu 

tych cząsteczek na organizm konsumenta są ograniczone. Pomimo braku 

systematycznych badań na temat właściwości odżywczych kwasów nukleinowych 

istnieje pewna liczba publikacji wskazująca na właśnie taką ich rolę. Wiadomo, że 

wspomniane cząsteczki mogą m.in. wspomagać regenerację jelit, zwiększać 

wydajność wzrostu i odporność na stres oraz łagodzić objawy zakażeń bakteryjnych 

u zwierząt. Ponadto obecność nukleotydów w diecie niemowląt zwiększa przyrost 

masy ich ciała, poprawia odpowiedź immunologiczną oraz powoduje obniżenie 

ryzyka biegunek. Wiadomo także, że organizm człowieka posiada cały szereg 

enzymów umożliwiających trawienie omawianych cząsteczek, a komórki układu 

pokarmowego są wyposażone w transportery zapewniające absorpcję składników 

egzogennych kwasów nukleinowych. Istnieje zatem potrzeba przeprowadzenia 

badań, które pozwoliłyby na określenie roli odżywczej pokarmowych kwasów 

nukleinowych. 

 W wyniku wcześniejszych badań prowadzonych w Katedrze Chemii, 

Technologii i Biotechnologii Żywności potwierdzono obecność kwasów 

nukleinowych zarówno w surowym, jak i przetworzonym termicznie mięsie ze 

schabu wieprzowego, a także w komercyjnie dostępnych przetworach mięsnych, 

takich jak kiełbasa i pasztet. Wykazano również pewne różnice w stopniu 

fragmentacji cząsteczek DNA pochodzących z komórek wspomnianych produktów. 

Obserwacje te doprowadziły do postawienia pytania, czy także produkty różnego 

pochodzenia, tj. zwierzęcego, roślinnego oraz grzyby, będą różniły się zawartością 

oraz stopniem fragmentacji kwasów nukleinowych. Dlatego pierwszym celem 

niniejszej pracy było znalezienie produktów żywnościowych różniących się 

zarówno zawartością, jak i jakością kwasów nukleinowych, poprzez 

przeprowadzenie wizualizacji i charakterystyki tych cząsteczek znajdujących się 

w wybranych składnikach żywności. Postawiono następującą hipotezę: ilość oraz 
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stopień fragmentacji kwasów nukleinowych w produktach żywnościowych 

różni się w zależności od pochodzenia produktów. Metodologię w części 

analitycznej badań zaprojektowano w oparciu o opracowany w Katedrze Chemii, 

Technologii i Biotechnologii Żywności zestaw metod pozwalających na analizę 

jakościową i ilościową pokarmowych kwasów nukleinowych (Cieślewicz i in., 

2021). Jako wyjściowy materiał do badań zostały wykorzystane tkanki pochodzące 

z jednego rodzaju organizmu (mięśnie piersi i uda oraz wątroba kury), 

reprezentujące różne królestwa (tkanki roślinne, zwierzęce, grzybowe) oraz na 

różnych etapach rozwoju i pełniących różne funkcje (nasiona fasoli szparagowej, 

bulwa ziemniaka, bulwa kalarepy, zgrubiały ogonek liściowy selera naciowego). 

I tak, w celu wizualizacji in situ jąder komórkowych obecnych we wspomnianych 

produktach zastosowana została technika bloczków parafinowych oraz skrawków 

mrożonych. Następnie, aby ocenić stopień fragmentacji DNA komórek produktów 

żywnościowych, przeprowadzony został test kometowy, co pozwoliło na wstępne 

określenie różnic w jakości kwasów nukleinowych obecnych w tych produktach. 

W celu oznaczenia zawartości badanych cząsteczek przeprowadzona była izolacja 

kwasów nukleinowych, a uzyskane izolaty zostały poddane elektroforezie 

agarozowej. Pozwoliło to na uzyskanie profili fragmentacji, a więc dokładniejsze 

zdefiniowanie długości fragmentów polinukleotydowych pochodzących z różnych 

produktów żywnościowych. Na podstawie uzyskanych wyników do badań 

biologicznych zostały wybrane produkty różniące się istotnie zawartością oraz 

jakością kwasów nukleinowych.  

 Drugi blok badawczy skupił się na ocenie potencjalnie odżywczej roli kwasów 

nukleinowych i ich pochodnych obecnych w żywności. Jak wiadomo, synteza DNA 

w komórkach jest niezbędna do ich prawidłowego wzrostu i proliferacji, a także 

podczas naprawy uszkodzonego DNA. Komórki mogą pozyskiwać prekursory 

niezbędne do produkcji DNA na drodze syntezy de novo lub na drodze odzysku 

z egzogennych cząsteczek. W związku z tym postawiono pytanie, czy komórki 

układu pokarmowego, mające dostęp do kwasów nukleinowych pochodzących 

z żywności, będą wchłaniały i wykorzystywały te cząsteczki we własnym 

metabolizmie. Postanowiono sprawdzić, czy obecność pokarmowych kwasów 
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nukleinowych i ich prekursorów może stymulować wzrost komórek, a także czy 

może wspomagać naprawę ich własnego materiału genetycznego. Dlatego drugim 

celem niniejszej pracy było zbadanie wpływu pochodzących z produktów 

żywnościowych kwasów nukleinowych i ich składowych na wzrost i zdolność 

naprawy DNA komórek wybranych linii ludzkiego układu pokarmowego. 

Sformułowano następujące hipotezy badawcze: kwasy nukleinowe pochodzenia 

żywieniowego oraz ich komponenty są wykorzystywane na drodze odzysku 

w syntezie replikacyjnej DNA, przez co wspomagają wzrost komórek ludzkiego 

układu pokarmowego oraz w syntezie naprawczej DNA, przez co wspomagają 

procesy naprawy uszkodzeń DNA w komórkach ludzkiego układu 

pokarmowego. W celu sprawdzenia postawionych hipotez przeprowadzono badania 

in vitro z zastosowaniem modeli komórkowych ludzkiego układu pokarmowego. 

Jako główny model badawczy wykorzystano linię ludzkich komórek gruczolaka 

jelita grubego (HT29), będącą jedną z najpowszechniej wykorzystywanych linii 

w badaniach nad żywnością. Komórki te naśladują nabłonek przewodu 

pokarmowego mający bezpośredni kontakt z trawionym pokarmem, a ze względu na 

szybką regenerację charakteryzują się dużym zapotrzebowaniem na energię 

i składniki budulcowe. Wzmożony metabolizm komórek nowotworowych związany 

z intensywnym wzrostem oraz podziałami powoduje, że ich zapotrzebowanie na 

składniki odżywcze jest jeszcze większe, dzięki czemu stanowią one idealny model 

do badania zdolności wykorzystania jako budulca pochodzących z diety kwasów 

nukleinowych. Badania na linii HT29 zostały uzupełnione doświadczeniami 

przeprowadzonymi z wykorzystaniem normalnej ludzkiej linii CCD 841 CoN, 

będącej niestransformowanym odpowiednikiem wspomnianych komórek HT29. 

Komórki nienowotworowe, m.in. ze względu na zachodzący w nich proces starzenia 

oraz zdecydowanie wolniejsze tempo wzrostu i podziałów komórkowych, nie są tak 

powszechnie wykorzystywane w badaniach nad żywnością , dlatego 

przeprowadzono na nich jedynie część eksperymentów dla wybranych próbek. 

 Ponieważ strawione w przewodzie pokarmowym kwasy nukleinowe pochodzące 

z żywności po wchłonięciu w jelicie są transportowane do wątroby, część badań 

została powtórzona także dla linii HepG2 (komórki raka wątrobowokomórkowego). 
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W celu zbadania wpływu pochodzących z żywności kwasów nukleinowych oraz ich 

komponentów na wzrost komórek układu pokarmowego wykorzystano test MTT. 

Aby sprawdzić, czy komórki zdolne są do wykorzystywania badanych cząsteczek 

w syntezie replikacyjnej DNA, warunki testu MTT zmodyfikowano poprzez 

dodatek hydroksymocznika, który zaburza proces syntezy DNA w komórkach. 

Następnie, w celu sprawdzenia zdolności komórek do wykorzystywania 

pokarmowych kwasów nukleinowych i ich komponentów w syntezie naprawczej 

DNA, przeprowadzono test kometowy. Aby zainicjować procesy naprawcze, 

materiał genetyczny komórek uszkadzano działaniem czynnika genotoksycznego, tj. 

nadtlenku wodoru. Dodatkowo, w celu zwiększenia czułości testu, zastosowano 

kofeinę, będąca czynnikiem zaburzającym procesy naprawy DNA w komórkach. 

Wykorzystany zestaw technik badawczych umożliwił wstępną charakterystykę 

kwasów nukleinowych znajdujących się w produktach żywnościowych różnego 

pochodzenia oraz pozwolił na zbadanie zdolności wykorzystywania tych cząsteczek 

przez komórki ludzkiego układu pokarmowego. 

 Niniejsza praca doktorska została zrealizowana w Katedrze Chemii, Technologii 

i Biotechnologii Żywności Wydziału Chemicznego Politechniki Gdańskiej pod 

opieką prof. dr hab. inż. Agnieszki Bartoszek. 
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3. MATERIAŁY I METODY BADAWCZE 

3.1. Materiał badawczy 

 Materiałem wykorzystywanym do badań były produkty żywnościowe 

reprezentowane przez surowe tkanki zwierzęce, roślinne oraz grzyby. Analizie 

poddano udo, pierś oraz wątrobę drobiową ze świeżej kury pozyskanej z lokalnej 

wsi na Pomorzu. Mięso po uboju było przechowywane chłodniczo (4°C) przez 48 h, 

a następnie rozporcjowane i zamrożone w temperaturze -80°C. Fasola szparagowa 

(Phaseolus vulgaris L.) została 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) 

zostały zakupione w lokalnym supermarkecie, następnie były przechowywane 

chłodniczo przez 24-72 h i zamrożone w temperaturze -80°C. Do przygotowania 

preparatów mikroskopowych techniką kriosekcji wykorzystano wątrobę drobiową 

oraz konserwową fasolę szparagową (Bonduelle) zakupione w lokalnym markecie. 

W technice bloczków parafinowych oraz kriosekcji użyto świeżych tkanek, 

a materiał do pozostałych badań przechowywano w temperaturze -80°C.  

 Do eksperymentów na liniach komórkowych wykorzystano komercyjnie 

dostępne nukleozydy: adenozynę (A), cytydynę (C), guanozynę (G), urydynę (U), 

2’-deoksyadenozynę (dA), 2’-deoksycytydynę (dC), 2’-deoksyguanozynę (dG), 

tymidynę (T) (Sigma-Aldrich) jako związki reprezentujące końcowe produkty 

trawienia kwasów nukleinowych w przewodzie pokarmowym.  

3.2. Odczynniki chemiczne 

W tab. 3. zestawiono spis odczynników chemicznych wykorzystywanych 

podczas wykonywania badań. 

Tabela 3. Odczynniki chemiczne wykorzystywane do badań  

Nazwa Producent

Agaroza, Basica LE Prona

Agaroza o niskiej temperaturze żelowania LMP Sigma-Aldrich

Agaroza o normalnej temperaturze żelowania NMP Bioline

Antybiotyki penicylina (10.000 U) i streptomycyna (10 mg/mL) Sigma-Aldrich
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Bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu (MTT) Sigma-Aldrich

Bufor obciążający FastGene, 6x stężony 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, v/v/v) Sigma Aldrich

Formaldehyd 36-38% cz.d.a. POCH

Formaldehyd 4% w buforze fosforanowym Maga-Herba

GelRed, 10000x stężony, 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 izomerów) cz.d.a. POCH

Kwas chlorowodorowy (HCl) 37% POCH

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) >99% Sigma-Aldrich

Kwas ortoborowy >99,9% POCH

Kwas octowy lodowaty 100% Merck

L-glutamina roztwór 200 mM Sigma-Aldrich

Marker wielkości, 1 kb DNA Ladder Plus Nippon Genetics

Nadtlenek wodoru 30% (w/w) Sigma-Aldrich

NeoMount bezwodny środek do osadzania do mikroskopii Merck

Płodowa surowica bydlęca (FBS) Sigma-Aldrich

Płyn do mrożenia tkanek (Tissue Freezing Medium) Leica

Pożywka Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose Sigma-Aldrich

Pożywka McCoy’s 5A Medium Modified Sigma-Aldrich

Pożywka Minimum Essential Medium Eagle Sigma-Aldrich

Proteinaza K z Tritirachium album w buforze Tris/ HCl pH = 7,5, 20 mg/mL Merc

Siarczan dodecylu sodu (SDS) ≥98,5% Sigma-Aldrich

Sól fizjologiczna buforowana fosforanami (PBS) Sigma-Aldrich

Sól sodowa eozyny Y Serva

SYBR Green I Sigma-Aldrich

Nazwa Producent
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W tab. 4. przedstawiono spis roztworów wykorzystywanych podczas 

wykonywania badań. 

Tabela 4. Roztwory wykorzystywane do badań  

Tris-HCl Sigma-Aldrich

Triton X-100 Sigma-Aldrich

Trizma-base ≥99% Sigma-Aldrich

Trypsyna-EDTA 10x stężona 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 II Macherey-Nagel

Żelatyna spożywcza, wieprzowa Lidl

Nazwa Producent

Nazwa roztworu Sposób przygotowania

0,25% (w/v) roztwór 
eozyny 1 g eozyny rozpuścić w 400 mL 70% roztworu alkoholu etylowego

0,5% (w/v) roztwór 
żelatyny 0,5 g żelatyny rozpuścić w 100 mL wody destylowanej

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

Do 10 mL buforu PBS dodać odpowiednią ilość agarozy LMP (0,08 g lub 
0,1 g), podgrzewać w kuchence mikrofalowej do upłynnienia

1% (w/v) agaroza 
NMP

Do 100 mL wody destylowanej dodać 1 g agarozy NMP, podgrzewać 
w kuchence mikrofalowej do upłynnienia

1% (w/v) żel 
agarozowy do 
elektroforezy 
izolatów kwasów 
nukleinowych

Do 50 mL buforu TBE dodać 0,5 g agarozy (Basica LE), podgrzewać 
w kuchence mikrofalowej do upłynnienia

5 M roztwór NaCl 29,22 g NaCl rozpuścić w 70 mL wody destylowanej, dopełnić wodą do 
100 mL

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

Alkohol etylowy 96% rozcieńczyć wodą destylowaną w określonych 
proporcjach EtOH:H2O (50% - 25:23, 60% - 5:3, 70% - 35:13, 80% - 5:1)

90% (v/v) roztwór 
glicerolu Glicerol rozcieńczyć buforem PBS w stosunku 9:1.

Bufor do lizy (do 
izolacji DNA)

Na 2 mL buforu: zmieszać 40 µL 1 M wodnego roztworu Tris o pH = 8, 8 
µL 5 M wodnego roztworu NaCl, 80 µL 0,5 M wodnego roztworu EDTA o 
pH = 8, 200 µL 10% (w/v) wodnego roztworu SDS, 60 µL 20 mg/mL 
proteinazy K oraz 1612 µL wody destylowanej

Bufor do 
elektroforezy (do 
testu kometowego)

Do 1 L wody destylowanej dodać 0,372 g EDTA, a następnie stopniowo 
dodawać 12 g NaOH mieszając, schłodzić w lodówce, pH>13 (można 
przygotować 10x stężony i rozcieńczyć wodą przed użyciem)

Bufor PBS 1 tabletkę PBS rozpuścić w 200 mL wody destylowanej
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3.3. Aparatura 

W tab. 5. przedstawiono aparaturę wykorzystywaną podczas wykonywania 

badań. 

Bufor TBE (do 
elektroforezy 
izolatów kwasów 
nukleinowych)

10,8 g Trizma-base i 5,5 g kwasu borowego rozpuścić w 900 mL wody 
destylowanej, dodać 4 mL 0,5 M wodnego roztworu EDTA o pH = 8, 
ustalić pH = 8,3, uzupełnić wodą destylowaną do 1 L (można przygotować 
10x stężony i rozcieńczyć wodą przed użyciem)

Bufor TBE (do testu 
kometowego)

Do 900 mL wody destylowanej dodać 0,545 g Trizma-base, 0,278 g kwasu 
borowego oraz 0,029 g EDTA, doprowadzić do pH = 8,4, uzupełnić wodą 
destylowaną do 1 L (można przygotować 10x stężony i rozcieńczyć wodą 
przed użyciem)

Bufor TBE z 2,5% 
SDS (w/v) Do 100 mL buforu TBE dodać 2,5 g SDS

Bufor TE (do 
izolacji DNA)

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

Bufor TE (do 
przygotowania 
roztworu SYBR 
Green)

Do 800 mL wody destylowanej dodać 1,576 g Tris-HCl oraz 0,372 g 
EDTA, doprowadzić do pH = 7,5, uzupełnić wodą destylowaną do objętości 
1 L (można przygotować 10x stężony i rozcieńczyć wodą przed użyciem)

Bufor Tris-HCl Do 800 mL wody destylowanej dodać 48,456 g Trizma-base, doprowadzić 
do pH = 7,5, uzupełnić wodą destylowaną do objętości 1 L

Ksylen:absolutny 
alkohol etylowy (v/
v)

Ksylen zmieszać z absolutnym alkoholem etylowym w określonych 
stosunkach (1:3, 1:1, 3:1)

Parafina:ksylen (v/v) Parafinę termostatowaną w 58°C zmieszać z ksylenem w stosunku 9:1

Roztwór A

Do 800 mL wody destylowanej dodać 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA oraz 1,2 
g Trizma-base, stopniowo dodawać 7 g NaOH mieszając, doprowadzić do 
pH = 10, uzupełnić wodą destylowaną do objętości 1 L, schłodzić 
w lodówce 

Roztwór B Do 90 mL wody destylowanej dodać 10 mL Triton X-100, mieszać do 
rozpuszczenia i schłodzić w lodówce

Roztwór barwnika 
Hoechst 33342 Do 10 mL wody destylowanej dodać 10 µL handlowego preparatu barwnika

Roztwór do 
rozcieńczania

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

Roztwór FAA Do 100 mL 96% alkoholu etylowego dodać 70 mL wody destylowanej, 20 
mL 37% formaldehydu oraz 10 mL lodowatego kwasu octowego

Roztwór lizujący AB Bezpośrednio przed użyciem zmieszać 90 mL roztworu A z 10 mL roztworu 
B 

Roztwór MTT 0,8 g MTT rozpuścić w 200 mL wody destylowanej

Roztwór SYBR 
Green

Do 200 mL buforu TE dodać 30 µL barwnika rozcieńczonego w 2,97 mL 
DMSO, przechowywać w lodówce chroniąc przed dostępem światła

Trypsyna x1 Trypsynę rozcieńczyć 10-cio krotnie buforem PBS

Nazwa roztworu Sposób przygotowania
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Tabela 5. Aparatura oraz materiały zużywalne wykorzystywane do badań  

3.4. Metody badawcze - część analityczna 

3.4.1. Przygotowanie b loczków paraf inowych i preparatów 

mikroskopowych 

a. Tkanki zwierzęce 

W celu wizualizacji kwasów nukleinowych w badanych tkankach składników 

żywności, z analizowanego materiału przygotowano bloczki parafinowe oraz 

preparaty mikroskopowe. Z każdej tkanki wycięto fragmenty o wymiarach ok. 0,2 x 

0,9 x 1,4 cm (wys. x szer. x dł.). Próbki mięsa utrwalano w 4% formaldehydzie 

Nazwa Model, producent

Aparat do analizy żeli 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 płyta grzejna DHN

Licznik komórek Scepter 2.0 Cell Counter, Merck

Inkubator laboratoryjny Heal Force Smart Cell HF90

Komora laminarna Airstream ESCO Class II BSC

Kriostat CM 1520, Leica

Mieszadło magnetyczne MSC basic C, Yellow Line

Mikroskop Fluorescent Cell Analyser, Juli TM 
Smart

Mikroskop fluorescencyjny sprzężony 
z oprogramowaniem Metafer Axio Imager.Z2, Zeiss

Mikroskop optyczny BX 60, Olympus

Ręczny mikrotom rotacyjny RM50H, Biomed

Spektrofotometr UV/VIS NanoDrop 2000c, Thermo Scientific

Spektrofotometryczny czytnik płytek UV/VIS Infinite M200, Tecan

Suszarka Binder

Termoblok QBD4, Grant

Waga analityczna XS204, Mettler Toledo

Wirówka Centrifuge 5415 R, Eppendorf
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w buforze fosforanowym przez 24 h, a następnie płukano pod bieżącą wodą przez 

24 h. Po tym czasie próbki przeniesiono do 50% roztworu alkoholu etylowego na 

1 h, po czym tkanki kolejno przenoszono do roztworów etanolu o wzrastającym 

stężeniu (60%, 70%, 80%, 96% alkoholu). W 80% roztworze próbki 

przetrzymywano przez całą noc, a w pozostałych roztworach przez 1 h. Następnie 

tkanki dwukrotnie odwadniano w absolutnym alkoholu etylowym (każde płukanie 

1 h). Po odwodnieniu próbki 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 płukanie 

ksylenem przez 30 min do 1 h). Następnie tkanki zanurzono w mieszaninie 

parafina:ksylen (9:1 v/v) i umieszczono w cieplarce w temp. 58°C na 1 h. 

W kolejnym kroku próbki przeniesiono do upłynnionej parafiny termostatowanej 

w 58°C na 24 h. Po tym czasie tkanki umieszczono w metalowych formach 

wypełnionych ciekłą parafiną, którą odpowietrzono przez przelanie jej po 

rozżarzonych, metalowych szczypcach. Aby nie dopuścić do powstania pęcherzy 

powietrza w bloczku, rozgrzane do czerwoności szczypce kilkukrotnie zanurzano 

w parafinie tak, aby nie dotknąć znajdującej się w niej tkanki. Metalowe formy 

pozostawiono na lodzie do czasu zastygnięcia parafiny, po czym wyjęto z nich 

parafinowe bloczki. Tak przygotowane próbki przycinano do kształtu ściętego 

ostrosłupa i mocowano na drewnianych klockach, które umieszczono w ramieniu 

ręcznego mikrotomu rotacyjnego. Bloczki krojono na skrawki o grubości 7 µm. 

Skrawki przenoszono na odtłuszczone szkiełka podstawowe pokryte uprzednio 

lepikiem, a następnie nakraplano na nie wodę i przenoszono na płytę grzejną 

rozgrzaną do temp. 37°C w celu rozprostowania i przyklejenia się skrawków do 

powierzchni szkiełek. Po wyschnięciu przygotowane preparaty przechowywano 

w temp. pokojowej w zamkniętym pojemniku.  

b. Tkanki roślinne i grzyby 

Bloczki parafinowe przygotowano zgodnie z procedurą zaproponowaną przez 

Weigel i Glazebrook (Weigel i Glazebrook, 2008) z modyfikacjami. Z kalarepy, 

ziemniaka, selera naciowego i pieczarek wycięto fragmenty o wymiarach ok. 0,2 x 

0,9 x 1,4 cm (wys. x szer. x dł.), natomiast w przypadku fasoli szparagowej 
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wykorzystano całe nasiona bez przycinania. Próbki utrwalano poprzez umieszczenie 

ich w zlewkach z roztworem FAA, a następnie wstawiono do eksykatora i za 

pomocą pompki wodnej obniżono ciśnienie. Próżnię utrzymywano przez 15 min, po 

czym procedurę powtórzono. Następnie tkanki zanurzono w świeżej porcji roztworu 

FAA na 4 h. Po tym czasie próbki przeniesiono do 50% roztworu alkoholu 

etylowego na 30 min, po czym tkanki kolejno przenoszono do roztworów alkoholu 

etylowego o wzrastającym stężeniu (60%, 70%, 80%, 96% alkoholu). W 80% 

roztworze próbki przetrzymywano przez całą noc, a w pozostałych roztworach przez 

30 min. Następnie tkanki dwukrotnie odwadniano w absolutnym alkoholu etylowym 

(pierwsze płukanie przez 1 h, drugie płukanie przez 30 min). Po odwodnieniu próbki 

płukano kolejno w mieszaninach ksylenu i absolutnego alkoholu etylowego (1:3, 

1:1, 3:1 v/v), w każdym roztworze przez 30 min, a następnie dwukrotnie w czystym 

ksylenie (każde płukanie przez 1 h). Dalsze etapy przeprowadzono analogicznie jak 

dla tkanek zwierzęcych. 

3.4.2. Przygotowanie preparatów mrożonych 

 W celu porównania techniki bloczków parafinowych z alternatywną techniką 

wykorzystującą kriostat przygotowano preparaty mikroskopowe z zastosowaniem 

kriosekcji. Z wątroby drobiowej wycięto fragmenty o wymiarach ok. 0,5 x 0,5 x 

1 cm (wys. x szer. x dł.), natomiast w przypadku konserwowej fasoli szparagowej 

wykorzystano całe nasiona bez przycinania. Tkanki przeniesiono do plastikowych 

form wypełnionych częściowo płynem do mrożenia (Tissue Freezing Medium), 

a następnie zalano płynem w celu pełnego pokrycia próbek. Za pomocą pęsety 

formy zanurzano w ciekłym azocie na ok. 2 min, po czym przeniesiono je do 

kriostatu utrzymującego temp. -20°C na ok. 15 min. Uformowane bloczki wyjęto 

z form i umieszczono w ramieniu mikrotomu wbudowanym w kriostat, a następnie 

krojono na skrawki o grubości 10 µm. Skrawki przenoszono na szkiełka 

podstawowe pokryte uprzednio 0,5% (w/v) wodnym roztworem żelatyny. Tak 

przygotowane preparaty pozostawiono na 10 min w temp. pokojowej w celu 

pełnego przyklejenia się skrawków do szkiełek mikroskopowych, a następnie 

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

W celu wybarwienia przygotowanych z bloczków parafinowych preparatów 

mikroskopowych i obserwacji kwasów nukleinowych obecnych w próbkach 

niezbędne było ich wcześniejsze odparafinowanie. W tym celu preparaty dwukrotnie 

płukano w ksylenie (każde płukanie przez 2 min), a następnie kolejno w roztworach 

alkoholu etylowego o malejącym stężeniu (alkohol absolutny dwukrotnie, 96%, 

80%, 70%, 60%, każde płukanie przez 2 min). W kolejnym etapie zanurzano je 

w wodzie, po czym na powierzchnię preparatu tkanki nakrapiano roztwór 

hematoksyliny. Po 45 s preparaty płukano pod bieżącą wodą przez 20 min, 

zanurzano w świeżej porcji wody destylowanej, a po wyciągnięciu nakrapiano 

roztwór eozyny Y. Po 10 s przepłukano szkiełka wodą destylowaną. Wybarwione 

preparaty płukano kolejno w roztworach alkoholu etylowego o wzrastającym 

stężeniu (60%, 70%, 80%, 96%, absolutny alkohol etylowy – dwukrotnie, każde 

płukanie przez ok. 10 s). Następnie szkiełka dwukrotnie zanurzano w ksylenie (na 

2 min i 5 min), po czym preparaty pokryto żywicą NeoMount i przykryto szkiełkami 

nakrywkowymi. Preparaty uzyskane z zastosowaniem kriosekcji barwiono 

w następujący sposób: szkiełka zanurzano w wodzie, po czym na powierzchnię 

preparatu tkanki nakrapiano roztwór hematoksyliny. Po 45 s preparaty płukano pod 

bieżącą wodą przez 20 min, zanurzano w świeżej porcji wody destylowanej, a po 

wyciągnięciu nakrapiano roztwór eozyny Y. Po 10 s przepłukano szkiełka wodą 

destylowaną, po czym preparaty pokryto żywicą NeoMount i przykryto szkiełkami 

nakrywkowymi. Tak przygotowane próbki pozostawiono do wyschnięcia 

i utwardzenia żywicy na co najmniej jeden dzień. Po tym czasie preparaty 

obserwowano w świetle widzialnym pod mikroskopem sprzężonym z kamerą 

cyfrową zapewniającą 20-krotne powiększenie.  

Część preparatów wybarwiono barwnikami fluorescencyjnymi Hoechst 33342 

oraz SYBR Green. Analogicznie jak w przypadku barwienia eozyną Y 

i hematoksyliną, preparaty z bloczków parafinowych poddano odparafinowaniu 

i uwodnieniu poprzez płukanie w ksylenie i w szeregu alkoholowym. Następnie 

szkiełka płukano w wodzie, po czym nakrapiano roztwór barwnika. W przypadku 

barwnika Hoechst 33342 barwienie trwało 10 min, natomiast w przypadku barwnika 

 51

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


SYBR Green – 20 min (każdy barwnik na osobnym preparacie). Ten etap 

przeprowadzano chroniąc preparaty przed dostępem światła. Po inkubacji 

z barwnikami szkiełka płukano w wodzie przez 1 min, a następnie pokrywano je 

niewielką ilością 90% roztworu gliceryny i przykrywano szkiełkami 

nakrywkowymi. Dla zabezpieczenia przed wysychaniem brzegi szkiełek pokrywano 

lakierem do paznokci. Do czasu obserwacji preparaty przechowywano w lodówce 

chroniąc je przed dostępem światła. Preparaty uzyskane z zastosowaniem kriosekcji 

barwiono analogicznie, z pominięciem etapu odparafinowania i uwodnienia. 

Dodatkowo przygotowano preparat z chityny, którą naniesiono na szkiełko 

podstawowe i pokryto 0,8% agarozą LMP, przykryto szkiełkiem nakrywkowym 

i pozostawiono na lodzie na 5 min. Następnie szkiełko usunięto, a preparat 

wybarwiono Hoechst 33342. Obserwacje mikroskopowe prowadzono 

z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego sprzężonego z kamerą cyfrową 

zapewniającą 20-krotne powiększenie. 

3.4.4.  Określenie stopnia degradacji kwasów nukleinowych w wybranych 

produktach żywnościowych 

W celu określenia stopnia degradacji kwasów nukleinowych w tkankach 

badanych składników żywności przeprowadzono test kometowy, który jest uznaną 

metodą pomiaru uszkodzeń DNA w komórkach eukariotycznych. W teście tym 

niewielka ilość komórek badanego materiału zawieszana jest w żelu agarozowym 

nałożonym na szkiełko mikroskopowe, poddana lizie, a następnie elektroforezie. 

Podczas elektroforezy następuje migracja pofragmentowanego jądrowego DNA, co 

skutkuje powstaniem struktur przypominających kształtem komety. Preparat po 

wybarwieniu poddaje się analizie z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego. 

Stosunek intensywności fluorescencji ogona do głowy komety jest miarą 

fragmentacji DNA (Collins, 2004). 

a. Tkanki zwierzęce 

Test kometowy dla produktów zawierających tkanki zwierzęce przeprowadzono 

zgodnie z normą PNEN 13784:2003 z modyfikacjami. Z mięsa przechowywanego 

w -80°C zeskrobano ostrym skalpelem po ok. 1 g materiału i przeniesiono do 
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zlewek, a następnie zalano 5 mL zimnego (4°C) buforu PBS. Zawiesinę mieszano 

na mieszadle magnetycznym (500 rpm, 5 min) w łaźni lodowej. Po tym czasie 

homogenat przefiltrowano przez gazę w celu usunięcia większych fragmentów 

tkanek. Dodatkowo, filtrat uzyskany z kurzej wątroby, ze względu na dużą gęstość 

hepatocytów, rozcieńczono buforem PBS w stosunku 1:3. Przesącz pozostawiono na 

lodzie na 5 min, następnie pobrano 20 µL zawiesiny komórek znad osadu 

i zmieszano z 200 µL 0,8% (w/v) roztworu agarozy LMP termostatowanej w 42°C. 

Natychmiast naniesiono po dwie krople (35 µL każda) na szkiełka podstawowe 

pokryte uprzednio warstwą 1% (w/v) roztworu agarozy NMP, przykryto szkiełkami 

nakrywkowymi i od razu przeniesiono na lód na co najmniej 5 min w celu zestalenia 

naniesionej zawiesiny w agarozie. Następnie delikatnie usunięto szkiełka 

nakrywkowe, a preparaty z żelami agarozowymi umieszczono na 10 min w buforze 

lizującym (bufor TBE z 2,5% SDS) w temperaturze pokojowej w celu usunięcia 

błon i rozpuszczalnych składników komórek. Po tym czasie preparaty przeniesiono 

do aparatu do elektroforezy, zalano buforem TBE do wysokości 24 mm ponad 

powierzchnię szkiełek i pozostawiono na 5 min (etap rozwijania chromatyny). 

Następnie, nie zmieniając buforu, przeprowadzono rozwinięcie jądrowego DNA na 

drodze elektroforezy (2 V/cm, 2 min, temp. pokojowa). Po jej zakończeniu 

preparaty płukano przez 5 min w wodzie, po czym wysuszono je na powietrzu. Tak 

uzyskane jądra komórkowe zawieszone w żelach agarozowych, unieruchomione na 

szkiełkach mikroskopowych, barwiono zimnym (4°C) roztworem barwnika SYBR 

Green (w komorze do barwienia na wytrząsarce laboratoryjnej) przez 30 min bez 

dostępu światła, a następnie płukano wodą przez 10 min w tych samych warunkach. 

Po tym czasie żele przykryto szkiełkami nakrywkowymi, a immobilizowane w nich 

wybarwione jądra komórkowe poddano analizie za pomocą mikroskopu 

fluorescencyjnego (Zeiss Axio Imager.Z2) sprzężonego z oprogramowaniem 

Metafer 4. W przypadku tkanek zwierzęcych komety obserwowano pod 50-krotnym 

powiększeniem, a w każdej analizie uwzględniano po 100 kolejnych obiektów na 

pojedynczym żelu lub wszystkie, gdy obiektów było mniej niż 100.  
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b. Tkanki roślinne i grzyby  

Test kometowy dla tkanek roślinnych i grzybów przeprowadzono zgodnie 

z procedurą zaproponowaną przez Pourrut i wsp. (Pourrut i in., 2015) 

z modyfikacjami. Z tkanek przechowywanych w -80°C odważono po ok. 450 mg 

materiału i przeniesiono do szklanych szalek Petriego umieszczonych na lodzie. 

Próbki zalano 1,5 mL zimnego (4°C) buforu Tric-HCl i energicznie siekano żyletką 

przez 30 s. Płytki pozostawiono przechylone na lodzie na 5 min, po czym zawiesinę 

przefiltrowano przez gazę w celu usunięcia większych fragmentów tkanek. Przesącz 

przetrzymywano na lodzie. Otrzymaną zawiesinę komórek (90 µL) zmieszano z 150 

µL 1% agarozy LMP termostatowanej w 42°C. Natychmiast naniesiono po dwie 

krople (80 µL każda) na szkiełka podstawowe pokryte uprzednio 1% agarozą NMP, 

przykryto szkiełkami nakrywkowymi i przeniesiono na lód na co najmniej 5 min 

w celu zestalenia agarozy. Następnie delikatnie usunięto szkiełka nakrywkowe, 

a preparaty z żelami agarozowymi umieszczono w aparacie do elektroforezy 

uprzednio wypełnionym zimnym (4°C) buforem elektroforetycznym o pH powyżej 

13. Próbki pozostawiono w buforze na 15 min (etap rozwijania chromatyny). 

Następnie, nie zmieniając buforu, przeprowadzono rozwinięcie jądrowego DNA na 

drodze elektroforezy (0,72 V/cm, 300 mA – regulowane za pomocą poziomu buforu 

- 5 min, 4°C). Po jej zakończeniu preparaty płukano trzykrotnie w buforze Tris-HCl 

(każde płukanie 5 min), po czym wysuszono na powietrzu. Tak uzyskane jądra 

komórkowe zawieszone w żelach agarozowych, unieruchomione na szkiełkach 

mikroskopowych, barwiono analogicznie jak preparaty przygotowane z tkanek 

zwierzęcych. Komety obserwowano pod 100-krotnym powiększeniem, a w każdej 

analizie uwzględniano po 100 kolejnych obiektów na pojedynczym żelu lub 

wszystkie, gdy obiektów było mniej niż 100. 

3.4.5.  Izolacja DNA z wybranych produktów żywnościowych 

 Izolację DNA z wątroby drobiowej oraz nasion fasoli szparagowej 

przeprowadzono zgodnie z opisaną wcześniej procedurą z wykorzystaniem metody 

ekstrakcji rozpuszczalnikami (Cieślewicz i in., 2021) z odpowiednimi 

modyfikacjami. Z zamrożonej uprzednio w -80°C wątroby drobiowej zeskrobano 

porcję tkanki skalpelem i odważono po ok. 25 mg do eppendorfów (1,5 mL). 
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W przypadku fasoli nasiona wyłuskano z zamrożonych wcześniej w -80°C strąków 

i odważono po ok. 25 mg do eppendorfów (1,5 mL). Do próbek dodano 200 µL 

buforu lizującego (20 mM Tris pH 8.0, 20 mM NaCl, 20 mM EDTA pH 8,0, 1%   

(w/v) SDS, 600 µg/mL proteinazy K) i zhomogenizowano zawartość ręcznym 

homogenizatorem (PelletMixer, VWR). Próbki inkubowano w 37°C przez 1,5 h 

w celu umożliwienia optymalnego działania proteinazy K, inaktywacji nukleaz oraz 

uwolnienia kwasów nukleinowych z komórek, a następnie w 56°C przez 1,5 h 

w przypadku wątroby drobiowej lub przez 3 h w przypadku fasoli szparagowej, 

w celu denaturacji białek i oddzielenia ich od kwasów nukleinowych. Po inkubacji 

rozcieńczono lizaty roztworem do rozcieńczania (150 mM NaCl, 5 mM EDTA) 

w stosunku 1:1 (v/v). Dodano mieszaninę fenol/chloroform/alkohol izoamylowy 

(25:24:1, v/v/v) do próbek w stosunku 1:1 (v/v) i worteksowano przez 30 s, 

a następnie zwirowano (2 min, 13.000 rpm w przypadku wątroby drobiowej lub 

4 min, 13.000 rpm w przypadku fasoli szparagowej) w temperaturze pokojowej 

w celu rozdzielenia faz. Fazy wodne (górne), zawierające kwasy nukleinowe, 

przeniesiono do nowych eppendorfów (1,5 mL), dodano chloroform w stosunku 1:1 

(v/v) i ponownie worteksowano przez kilka sekund, po czym próbki zwirowano 

(2 min, 13.000 rpm) w temperaturze pokojowej. Fazy wodne przeniesiono do 

nowych eppendorfów (1,5 mL), dodano 5 M NaCl do osiągnięcia końcowego 

stężenia 250 mM NaCl i wymieszano (stosunek objętościowy 5 M NaCl do fazy 

wodnej = 1:19). Do próbek dodano dwie objętości 99,8% etanolu, przeniesiono je 

do 4°C (do lodówki) i pozostawiono na noc w celu wytrącenia DNA. Następnego 

dnia próbki zwirowano (30 min, 13.000 rpm, 4°C), supernatant odrzucono, 

a wytrącony DNA przemyto zimnym 70% etanolem i ponownie zwirowano (10 min, 

13.000 rpm, 4°C). Supernatant ostrożnie usunięto za pomocą pipety, a wytrącony 

DNA pozostawiono do wyschnięcia na lodzie w komorze laminarnej. Po 

całkowitym odparowaniu etanolu, DNA zawieszono w 310 µL buforu TE (10 mM 

Tris pH 8,0, 1 mM EDTA) w przypadku wątroby, lub w 210 µL w przypadku fasoli, 

i pozostawiono w lodówce do rozpuszczenia. Następnego dnia oznaczono 

spektrofotometrycznie czystość i stężenie DNA w uzyskanych izolatach (NanoDrop 

2000c, Thermo Scientific), a następnie próbki przeniesiono do -20°C. Izolaty 

 55

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


uzyskane z zastosowaniem ekstrakcji rozpuszczalnikami zostały wykorzystane do 

dalszych badań w hodowli komórkowej.  

 Izolację DNA przeprowadzono także z wykorzystaniem komercyjnie dostępnych 

zestawów. Do ekstrakcji DNA z wątroby drobiowej zastosowano zestaw 

NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel) przeznaczony do izolacji DNA z próbek 

żywności. Tkankę zeskrobano skalpelem z zamrożonego kawałka mięsa i odważono 

po ok. 25 mg do eppendorfów (1,5 mL). Po dodaniu buforu lizującego 

przeprowadzono homogenizację próbek za pomocą ręcznego homogenizatora 

(PelletMixer, VWR). Następnie dodano proteinazę K w celu strawienia białek 

i inaktywacji nukleaz i inkubowano przez 30 min w temp. 65°C. Po zwirowaniu 

pozostałości tkanki, lizaty przeniesiono do nowych eppendorfów i dodano bufor 

wiążący DNA oraz etanol. Mieszaniny zworteksowano i naniesiono na kolumienki 

wiążące DNA. Po zwirowaniu, kolumienki przepłukano buforami do przemywania. 

DNA eluowano 100 µL podgrzanego do 70°C 5 mM buforu Tris/HCl o pH 8,5. 

Czystość i stężenie wyizolowanego DNA oznaczono spektrofotometrycznie 

(NanoDrop 2000c, Thermo Scientific). Uzyskany materiał przeniesiono do -20°C.  

 Do izolacji DNA z nasion fasoli szparagowej wykorzystano komercyjnie 

dostępny zestaw NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel) przeznaczony do izolacji 

DNA z próbek roślinnych. Z zamrożonych strąków fasoli wyłuskano nasiona 

i odważono po ok. 25 mg do eppendorfów (1,5 mL). Po dodaniu buforu lizującego 

(bufor zawierający CTAB lub SDS) przeprowadzono homogenizację próbek za 

pomocą ręcznego homogenizatora (PelletMixer, VWR). Następnie dodano RNazę A 

w celu usunięcia obecnego w próbce RNA i inkubowano przez 30 min w temp. 

65°C. W przypadku zastosowania buforu lizującego zawierającego SDS, po 

inkubacji do eppendorfów dodano octanu potasu i przeniesiono na 5 min na lód 

w celu całkowitego wytrącenia detergentu. Wszystkie próbki zwirowano, 

a supernatanty poddano filtracji przy użyciu kolumienek filtrujących. Następnie 

dodano bufor wiążący DNA, próbki wymieszano na worteksie i naniesiono 

mieszaniny na kolumienki wiążące DNA. Po zwirowaniu, kolumienki przepłukano 

buforami do przemywania. DNA eluowano 2 x 50 µL podgrzanego do 65°C buforu 

Tris/HCl (5 mM) o pH 8,5. Czystość i stężenie wyizolowanego DNA oznaczono 
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spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific). Uzyskany materiał 

przeniesiono do -20°C. 

3.4.6. Oznaczenie zawartości suchej masy dla wybranych produktów 

żywnościowych 

 Zawartość suchej masy w wątrobie drobiowej oraz nasionach fasoli szparagowej 

oznaczono metodą wagowo-suszarkową. Około 1 g zhomogenizowanych próbek 

umieszczono w wysuszonych i zważonych naczynkach wagowych zawierających 

piasek. Po utarciu próbek z piaskiem naczynka zważono i przeniesiono do suszarki 

(Binder). Próbki suszono w temp. 105°C do stałej masy. Oznaczenie dla każdej 

z próbek wykonano w trzech powtórzeniach. Zawartość suchej masy w próbkach 

obliczono z wykorzystaniem następującego wzoru: 

zawartość suchej masy [%] = 100% - (m1-m2) × 100%/(m1-m3) 

gdzie: 

m1 - masa naczynka z próbką przed suszeniem [g], 

m2 - masa naczynka z próbką po wysuszeniu [g], 

m3 - masa naczynka bez próbki [g]. 

3.4.7. Elektroforeza agarozowa wyizolowanych kwasów nukleinowych 

 Elektroforezę uzyskanych izolatów przeprowadzono w 1% żelu 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 ochłodzeniu 

dodano 2 µL barwnika GelRed, całość wymieszano i wylano żel do formy. Po 

zastygnięciu umieszczono żel w aparacie do elektroforezy i zalano buforem TBE. 

Izolaty (bez rozcieńczania) wymieszano z buforem obciążającym (8 µL izolatu + 

2 µL buforu) i naniesiono na żel, po 10 µL do studzienki. Dodatkowo na żel 

naniesiono również marker wielkości DNA zawierający fragmenty od 100 do 10 000 

pz. Elektroforezę prowadzono przez 1,5 h, 80 V w temp. pokojowej. Wizualizację 

elektroforegramu uzyskano w świetle UV z wykorzystaniem aparatu Gel Doc XR+ 

(BioRad) z oprogramowaniem Image Lab. 
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3.5. Metody badawcze - część biologiczna 

3.5.1.  Prowadzenie hodowli komórkowej 

 W badaniach wykorzystywano ludzkie linie komórkowe HT29 (komórki 

gruczolaka jelita grubego), CCD 841 CoN (prawidłowe komórki jelita grubego) 

oraz HepG2 (komórki raka wątrobowokomórkowego) pochodzące z kolekcji ATCC 

(American Type Culture Collection). Hodowlę prowadzono z zastosowaniem 

odpowiednio pożywki 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. Komórki w naczyniach 

hodowlanych inkubowano w warunkach stałej temperatury (37°C) w atmosferze 

zawierającej CO2 (5%) oraz wilgotności (95%). Morfologię komórek okresowo 

kontrolowano przy użyciu mikroskopu Juli TM Smart. Po otrzymaniu z ATCC, 

komórki kontrolowano na obecność mykoplazmy z wykorzystaniem testów real-

time PCR. 

3.5.2. Oznaczanie wpływu nukleozydów i ich mieszanin oraz 

wyizolowanych kwasów nukleinowych na wzrost komórek ludzkiego 

układu pokarmowego 

 W celu oznaczenia wpływu badanych nukleozydów i ich mieszanin oraz 

egzogennych wyizolowanych kwasów nukleinowych na wzrost komórek HT29, 

CCD 841 CoN i HepG2 przeprowadzono kolorymetryczny test MTT, który opiera 

się na pomiarze aktywności przemian energetycznych zachodzących 

w mitochondriach żywych komórek. Oksydoreduktazy znajdujące się 

w mitochondriach redukują rozpuszczalny w wodzie, żółty bromek                         

3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT) do nierozpuszczalnych 

w wodzie, fioletowych kryształów formazanu. Ilość powstających kryształów 
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związana jest z aktywnością redukcyjną komórek, dzięki czemu może być 

traktowana jako miara liczby żywych komórek. 

 Test MTT przeprowadzono zgodnie z procedurą stosowaną uprzednio 

(Baranowska i in., 2018) z niezbędnymi modyfikacjami. Dla linii CCD 841 CoN 

test wykonano jedynie dla wyizolowanych z produktów żywnościowych kwasów 

nukleinowych. Komórki zaszczepiono w dołkach transparentnych płytek              

96-dołkowych (5.000 komórek na dołek dla linii HT29 i HepG2, 10.000 komórek na 

dołek dla linii CCD 841 CoN), w objętości 180 µL zawiesiny do dołka w przypadku 

traktowania nukleozydami lub w 160 µL zawiesiny do dołka w przypadku 

traktowania izolatami DNA, a następnie inkubowano przez 24 h w stałych 

warunkach (temperatura 37°C, stężenie CO2 5%, wilgotność 95%), w celu 

przyklejenia się komórek do dna studzienek. Przed zakończeniem inkubacji 

przygotowano wodne roztwory badanych nukleozydów, z których po sterylizacji 

przez filtrację (22 µm, Millipore) wykonano rozcieńczenia dziesiętne oraz 

sporządzono mieszaniny. Końcowe stężenia związków wynosiły odpowiednio    

0,01 - 1000 µM dla A, dA, C, dC, U, T oraz 0,01 - 100 µM dla G i dG. 

W mieszaninach stężenia poszczególnych związków były odpowiednio mniejsze, 

tak, aby sumaryczne stężenie związków wynosiło od 0,01 do 1000 µM (dla 

mieszanin bez G lub dG) lub od 0,01 do 100 µM (dla mieszanin zawierających G 

lub dG). W przypadku wyizolowanego DNA, zmierzone stężenia w ng/µL 

przeliczono na stężenia molowe przyjmując za masę molową średnią masę 

4 deoksynukleotydów (dAMP, dGMP, dCMP, TMP), która wynosi 327 g/mol. 

Izolaty zostały rozcieńczone buforem TE do otrzymania końcowych stężeń 

nukleotydów w zakresie 0,01 - 100 µM. Komórki traktowano przygotowanymi 

roztworami (w objętości 20 µL na dołek dla nukleozydów i 40 µL na dołek dla 

izolatów). Dodatkowo przygotowano hodowlę kontrolną traktowaną wodą (dla 

nukleozydów) lub buforem TE (dla izolatów). Końcowa objętość płynu 

w pojedynczym dołku wynosiła 200 µL. Komórki inkubowano z badanymi 

związkami przez 6, 24 i 72 h. Po określonym czasie, za pomocą aspiratora usunięto 

płyn znad komórek, a następnie dodano po 200 µL świeżej pożywki do każdej ze 

studzienek. Każde traktowanie wykonano w 4 powtórzeniach technicznych. Po 72 h 
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do wszystkich dołków dodano 50 µL roztworu MTT o stężeniu 4 mg/mL 

i inkubowano w stałych warunkach hodowlanych przez 3,5 h. Po zakończeniu 

inkubacji, za pomocą aspiratora usunięto płyn znad kryształów formazanu, które 

rozpuszczono w 50 µL DMSO. Następnie, przy pomocy spektrofotometrycznego 

czytnika płytek UV/VIS Tecan Infinite M200, przeprowadzono pomiar absorbancji 

roztworów znajdujących się w poszczególnych studzienkach (długość fali 

λ = 540 nm). Test wykonano w 3 powtórzeniach biologicznych. Wpływ badanych 

związków na wzrost komórek wyrażono jako % wzrostu komórek traktowanych 

nukleozydami lub izolatami w stosunku do traktowanych wodą lub buforem TE 

komórek kontrolnych, których wzrost przyjęto za 100%. Na podstawie obliczonych 

wartości ,,% kontroli” przygotowano wykresy przedstawiające zależność wzrostu 

komórek od czasu ekspozycji oraz stężenia danego związku (tzw. krzywe 

przeżycia). Dla linii HT29 oraz HepG2 wyniki przedstawiono również w postaci 

tzw. indeksów przeżywalności, które definiuje się jako suma pól powierzchni pod 

krzywymi przeżycia. 

3.5.3. Oznaczanie wpływu nukleozydów i ich mieszanin oraz 

wyizolowanych kwasów nukleinowych na wzrost komórek HT29 

i HepG2 z zaburzoną syntezą replikacyjną DNA 

 W celu zbadania zdolności komórek do wykorzystania egzogennych 

nukleozydów i egzogennych wyizolowanych kwasów nukleinowych w syntezie 

DNA przeprowadzono zmodyfikowany test MTT. Synteza DNA w komórkach 

została zablokowana poprzez dodanie hydroksymocznika (HU), który jest 

inhibitorem reduktazy rybonukleotydowej - enzymu odpowiedzialnego za redukcję 

difosforanów rybonukleozydów do difosforanów deoksyrybonukleozydów (Kunos 

i in., 2011). Komórki zaszczepiono w dołkach transparentnych płytek 96-dołkowych 

(5.000 komórek na dołek), w objętości 160 µL zawiesiny do dołka w przypadku 

traktowania nukleozydami lub w 150 µL zawiesiny do dołka w przypadku 

traktowania izolatami DNA, a następnie inkubowano przez 24 h w stałych 

warunkach (temperatura 37°C, stężenie CO2 5%, wilgotność 95%), w celu 

przyklejenia się komórek do dna studzienek. Przed zakończeniem inkubacji 

przygotowano wodne roztwory badanych związków oraz hydroksymocznika, 
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z których po sterylizacji przez filtrację (22 µm, Millipore) wykonano rozcieńczenia 

dziesiętne i sporządzono mieszaniny. Końcowe stężenia związków wynosiły 

odpowiednio 1 - 100 µM, a hydroksymocznika 1 i 50 mM. W mieszaninach stężenia 

poszczególnych nukleozwiązków były odpowiednio mniejsze, tak, aby sumaryczne 

stężenie związków wynosiło od 1 do 100 µM. Izolaty DNA przygotowano 

analogicznie jak do testu MTT otrzymując stężenia końcowe w zakresie 1 - 100 µM. 

Komórki traktowano hydroksymocznikiem (20 µL na dołek dla nukleozydów      

i 10 µL dla izolatów) i natychmiast badanymi związkami (20 µL na dołek dla 

nukleozydów i 40 µL na dołek dla izolatów). Dodatkowo przygotowano kontrolę 

z wodą (40 µL na dołek) dla nukleozydów lub z buforem TE (40 µL buforu TE i 10 

µL wody) dla izolatów oraz kontrolę z hydroksymocznikiem (20 µL HU i 20 µL 

wody na dołek dla nukleozydów oraz 10 µL HU i 40 µL buforu TE na dołek dla 

izolatów). Końcowa objętość płynu w pojedynczym dołku wynosiła 200 µL. 

Komórki inkubowano z badanymi związkami przez 24 i 72 h z dodatkiem 1 mM lub 

50 mM HU. Po określonym czasie, za pomocą aspiratora usunięto płyn znad 

komórek, a następnie dodano po 200 µL świeżej pożywki do każdej ze studzienek. 

Każde traktowanie wykonano w 3 powtórzeniach technicznych. Po 72 h do 

wszystkich dołków dodano 50 µL roztworu MTT o stężeniu 4 mg/mL i inkubowano 

w stałych warunkach hodowlanych przez 3,5 h. Po zakończeniu inkubacji za 

pomocą aspiratora usunięto płyn znad kryształów formazanu, które rozpuszczano 

w 50 µL DMSO. Następnie, przy pomocy spektrofotometrycznego czytnika płytek 

UV/VIS Tecan Infinite M200, przeprowadzono pomiar absorbancji roztworów 

znajdujących się w poszczególnych studzienkach (długość fali λ = 540 nm). Test 

wykonano w 3 powtórzeniach biologicznych. Wpływ badanych związków na wzrost 

komórek wyrażono jako % wzrostu komórek traktowanych nukleozydami lub 

izolatami DNA i hydroksymocznikiem w stosunku do traktowanych wodą lub 

buforem TE komórek kontrolnych, których wzrost przyjęto za 100%. Na podstawie 

obliczonych wartości ,,% kontroli” przygotowano wykresy przedstawiające 

zależność wzrostu komórek od czasu ekspozycji oraz stężenia danego związku (tzw. 

krzywe przeżycia). Wyniki przedstawiono również w postaci tzw. indeksów 
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przeżywalności, które definiuje się jako suma pól powierzchni pod krzywymi 

przeżycia. 

3.5.4. Oznaczanie wpływu nukleozydów i ich mieszanin oraz 

wyizolowanych kwasów nukleinowych na zdolność naprawy DNA 

komórek HT29 z zaburzoną syntezą naprawczą DNA 

 W celu zbadania zdolności komórek do wykorzystania egzogennych 

nukleozydów i egzogennych wyizolowanych kwasów nukleinowych do naprawy 

własnego DNA przeprowadzono test kometowy. Naprawa DNA w komórkach 

została ograniczona poprzez dodanie kofeiny, która jest inhibitorem tego procesu 

(Sabisz i Składanowski, 2008). Komórki zaszczepiono na transparentnych płytkach 

24-dołkowych (100.000 komórek na dołek), po 1,6 mL zawiesiny do dołka, 

a następnie inkubowano przez 24 h w stałych warunkach (temperatura 37°C, 

stężenie CO2 5%, wilgotność 95%), w celu przyklejenia się komórek do dna 

studzienek. Następnie komórki traktowano kofeiną (100 µL na dołek; końcowe 

stężenie 1 mM) i inkubowano przez 24 h. Po tym czasie przygotowano roztwór 

nadtlenku wodoru, którym traktowano komórki (100 µL na dołek; końcowe stężenie 

300 µM) przez 1 h, a następnie dodawano roztwory nukleozydów i ich mieszanin 

lub izolatów kwasów nukleinowych (200 µL na dołek) przygotowanych 

analogicznie jak w punkcie 3.5.3, w takim samym zakresie stężeń, i inkubowano 

przez 3 h. Przygotowano również kontrolę, gdzie komórki traktowano wodą (dla 

nukleozydów i ich mieszanin) lub buforem TE (dla izolatów kwasów nukleinowych) 

w miejsce badanych związków. Dodatkowo przygotowano komórki traktowane 

jedynie nadtlenkiem wodoru lub kofeiną. Końcowa objętość płynu w pojedynczym 

dołku wynosiła 2 mL. Po zakończeniu inkubacji płytkę z komórkami umieszczono 

na lodzie, komórki z poszczególnych dołków zeskrobano skrobakiem i przeniesiono 

po 1 mL zawiesiny do eppendorfów. Zawiesinę zwirowano (5 min, 4000 g, 4°C), 

supernatant usunięto, a komórki przepłukano 1 mL zimnego (4°C) buforu PBS 

i ponownie zwirowano (10 min, 4000 g, 4°C). Supernatant usunięto, pozostawiając 

ok. 50 µL płynu w eppendorfach. Komórki rozpipetowano, 30 µL zawiesiny 

wymieszano z 150 µL 0,5% (w/v) roztworu agarozy LMP termostatowanej 

uprzednio w 40°C i natychmiast naniesiono po dwie 30 µL krople mieszaniny na 
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szkiełka podstawowe pokryte 1% (w/v) roztworem agarozy NMP, a następnie 

przykryto szkiełkami nakrywkowym. Szkiełka od razu przeniesiono na lód w celu 

zestalenia się żelu agarozowego. Po ok. 10 min usunięto szkiełka nakrywkowe, 

a szkiełka podstawowe z żelami agarozowymi umieszczono w zimnym (4°C) 

roztworze lizującym AB w celu usunięcia błon i rozpuszczalnych składników 

komórek i przeniesiono do lodówki (4°C). Następnego dnia szkiełka umieszczono 

w aparacie wypełnionym zimnym (4°C) buforem elektroforetycznym, inkubowano 

przez 30 min w ciemności w celu rozwinięcia chromatyny i poddano elektroforezie 

(26 V, 300 mA, 30 min). Szkiełka z żelami agarozowymi płukano dwukrotnie 

w buforze PBS, wodzie oraz w 70% (v/v) etanolu (każde płukanie 5 min w 4°C) 

i pozostawiono do całkowitego wyschnięcia. Preparaty barwiono przez 30 min 

w zimnym (4°C) roztworze barwnika SYBR Green bez dostępu światła, a następnie 

płukano przez 10 min w wodzie w tych samych warunkach. Po tym czasie żele 

przykryto szkiełkami nakrywkowymi, a immobilizowane w nich jądra komórkowe 

poddano analizie za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego (Zeiss Axio Imager.Z2) 

sprzężonego z oprogramowaniem Metafer 4. Komety obserwowano pod 50-krotnym 

powiększeniem. Wybarwione preparaty analizowano z wykorzystaniem 

oprogramowania Comet Score, a w każdej analizie uwzględniano po 100 kolejnych 

obiektów na pojedynczym żelu. 

3.6. Analiza statystyczna 

 Wszystkie przedstawione wyniki liczbowe są wyrażone jako średnie z trzech 

niezależnych eksperymentów ± odchylenia standardowe (SD), o ile nie podano 

inaczej. Statystycznie istotne różnice w testach in vitro wyznaczono za pomocą 

jednokierunkowej analizy wariancji (one way ANOVA) z testem Tukey’a (p < 0,05) 

lub z testem Dunnetta (p < 0,05) odpowiednio dla indeksów przeżywalności 

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

 Badania przeprowadzone w ramach niniejszego projektu doktorskiego zostały 

podzielone na dwa bloki badawcze. Pierwszy z nich dotyczył charakterystyki 

kwasów nukleinowych w różnych produktach żywnościowych. Wybór produktów 

do badań przeprowadzono w taki sposób, aby możliwe było porównanie tkanek 

jadalnych: 

- w obrębie jednego rodzaju organizmu (mięśnie piersi i uda oraz wątroba kury),  

- pomiędzy różnymi królestwami (tkanki roślinne, zwierzęce, grzybowe), 

- na różnych etapach rozwoju i pełniących różne funkcje (nasiona fasoli 

szparagowej, bulwa ziemniaka, bulwa kalarepy, zgrubiały ogonek liściowy selera 

naciowego). 

Metodologię badawczą zaprojektowano w oparciu o opracowany w Katedrze 

Chemii, Technologii i Biotechnologii Żywności zestaw metod pozwalających na 

analizę kwasów nukleinowych w żywności (Cieślewicz i in., 2021). I tak, w celu 

wizualizacji in situ omawianych cząsteczek w produktach żywnościowych 

zastosowano technikę bloczków parafinowych. Uzyskane preparaty mikroskopowe 

wybarwiono eozyną Y, która nadaje białkom cytoplazmatycznym barwę różową, 

oraz hematoksyliną, barwiącą kwasy nukleinowe na niebiesko (tzw. barwienie 

podstawowe). W celu selektywnego wybarwienia jąder komórkowych obecnych 

w badanych produktach zastosowano także barwniki fluorescencyjne SYBR Green I 

oraz Hoechst 33342, wiążące się z kwasami nukleinowymi w komórce. Możliwości 

wizualizacji kwasów nukleinowych w stosunku do wcześniejszych badań 

(Cieślewicz i in., 2021) rozszerzono o przygotowanie preparatów mikroskopowych 

z wykorzystaniem kriostatu, jako metody potencjalnie szybszej w stosunku do 

techniki bloczków parafinowych i umożliwiającej pominięcie etapu utrwalania 

próbek. Do oznaczenia integralności i wielkości cząsteczek DNA obecnych 

w wymienionych produktach żywnościowych, tak jak uprzednio, zastosowano 

techniki elektroforetyczne (Cieślewicz i in., 2021). W celu określenia stopnia 

fragmentacji kwasów nukleinowych znajdujących się w produktach żywnościowych 

zastosowano elektroforezę pojedynczych komórek, czyli tzw. test kometowy, który 

jest powszechnie używany do badania genotoksyczności związków chemicznych, 
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a w analizie żywności rekomendowany do wykrywania napromieniania produktów 

żywnościowych. Przeprowadzono również izolację kwasów nukleinowych oraz 

oznaczenie suchej masy badanych produktów w celu ilościowego oszacowania 

zawartości omawianych biocząsteczek. Dla porównania profili fragmentacji kwasów 

nukleinowych pochodzących z różnych produktów żywnościowych wykonano 

elektroforezę agarozową uprzednio otrzymanych izolatów.  

 Na podstawie wyników uzyskanych w części analitycznej, do dalszych badań 

biologicznych wybrano jako modelowe źródła pokarmowych kwasów 

nukleinowych jeden produkt żywnościowy pochodzenia zwierzęcego - wątrobę 

drobiową - oraz jeden produkt pochodzenia roślinnego - fasolę szparagową.  

 Drugi blok badawczy skupiał się na ocenie potencjalnie odżywczej roli kwasów 

nukleinowych i ich pochodnych obecnych w żywności, ze szczególnym naciskiem 

na wpływ omawianych cząsteczek na komórki ludzkiego przewodu pokarmowego. 

Jako podstawowy model do badań biologicznych wybrana została linia ludzkich 

komórek gruczolaka jelita grubego (HT29), która jest jedną z najpowszechniej 

wykorzystywanych linii w badaniach nad żywnością (Krishna i Gopalakrishnan, 

2016). Komórki te naśladują nabłonek przewodu pokarmowego mający bezpośredni 

kontakt z trawionym pokarmem, a więc także z kwasami nukleinowymi 

znajdującymi się w żywności. Nabłonek jelita należy do najszybciej regenerujących 

się tkanek w organizmie, w przypadku której pojedyncza warstwa komórek jest 

całkowicie odnawiana co 3-5 dni (Rath i Haller, 2022). Wiąże się to m.in. z dużym 

zapotrzebowaniem energetycznym oraz na składniki budulcowe. Wzmożony 

metabolizm komórek nowotworowych związany z intensywnym wzrostem oraz 

podziałami powoduje, że ich zapotrzebowanie na składniki odżywcze jest jeszcze 

większe (Nenkov i in., 2021). Dzięki temu stanowią one idealny model do badania 

zdolności wykorzystania pochodzących z diety kwasów nukleinowych i wstępnego 

wnioskowania o potencjalnym znaczeniu odżywczym omawianych cząsteczek. 

Badania te uzupełniono doświadczeniami przeprowadzonymi z wykorzystaniem 

normalnej ludzkiej linii CCD 841 CoN, będącej niestransformowanym 

odpowiednikiem komórek HT29. 
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 Strawione składniki pokarmowe, które przenikają przez barierę jelitową, 

transportowane są z naczyń włosowatych do żyły wrotnej, a dalej do wątroby, 

z której krew płynie do serca i jest rozprowadzana do pozostałych narządów (Reece 

i in., 2016). Wątroba odgrywa kluczową rolę w homeostazie nukleozydów 

w organizmie, ponieważ odpowiada za ich produkcję i dostarczanie do tkanek 

i komórek, które nie posiadają szlaków biosyntezy de novo (Young i in., 2013). 

Ponieważ wątroba jest nie tylko odbiorcą wchłanianych z pokarmu produktów 

trawienia kwasów nukleinowych, ale również miejscem produkcji nukleozydów 

i ich dystrybutorem do innych narządów, do części badań wykorzystano także linię 

ludzkich komórek raka wątrobowokomórkowego (HepG2). 

 Pierwszym etapem badań biologicznych prowadzonych z użyciem 

wymienionych modeli in vitro było sprawdzenie wpływu kwasów nukleinowych 

wyizolowanych z fasoli szparagowej i wątroby drobiowej oraz pojedynczych 

nukleozydów na wzrost komórek wybranych linii za pomocą testu MTT. Komórki 

jelita mają kontakt zarówno z kwasami nukleinowymi pochodzącymi z żywności, 

jak i z produktami ich trawienia, natomiast do komórek wątroby trafiają one głównie 

w formie nukleozydów. Istnieją jednak doniesienia wskazujące na obecność 

w wątrobie dłuższych fragmentów kwasów nukleinowych pochodzenia 

żywieniowego (Chowdhury i in., 2004; El-Sanhoty i in., 2006; Guertler i in., 2008; 

Ran i in., 2009). Z tego względu ocena wpływu izolatów kwasów nukleinowych, jak 

i pojedynczych nukleozydów, została przeprowadzona zarówno dla komórek jelita, 

jak i wątroby. W przypadku wyizolowanych kwasów nukleinowych test MTT 

przeprowadzono także dla nienowotworowych ludzkich komórek jelita grubego 

(CCD 841 CoN) w celu porównania wyników z uzyskanymi dla nowotworowego 

odpowiednika (HT29). Ponieważ tempo wzrostu oraz podziałów komórkowych 

prawidłowej linii jest zdecydowanie niższe niż komórek nowotworowych oraz 

ulegają one starzeniu wskutek skracania się telomerów podczas podziałów 

komórkowych (Nestor i in., 2001; Verma 2014), dla pozostałych próbek oraz testów 

badania prowadzono jedynie na liniach nowotworowych. 

 Kolejnym krokiem badawczym było sprawdzenie zdolności komórek przewodu 

pokarmowego do wykorzystania egzogennych kwasów nukleinowych i ich 

 66

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


pochodnych w sytuacji upośledzonej syntezy replikacyjnej DNA. W tym celu 

zmodyfikowano test MTT poprzez zastosowanie hydroksymocznika, który jest 

czynnikiem zaburzającym wspomniany proces. Hydroksymocznik blokuje działanie 

reduktazy rybonukleotydowej odpowiedzialnej za redukcję difosforanów 

rybonukleozydów do difosforanów deoksyrybonukleozydów (Kunos i in., 2011). 

Tym samym ogranicza produkcję de novo prekursorów DNA w komórce. Ponieważ 

synteza DNA jest niezbędna do proliferacji, zastosowanie testu MTT w obecności 

hydroksymocznika miało na celu określenie zdolności komórek do 

wykorzystywania egzogennych źródeł deoksyrybonukleozydów, w tym kwasów 

nukleinowych wyizolowanych z produktów żywnościowych. Dla komórek linii 

HT29, jako głównego modelu badawczego, sprawdzono także możliwość 

wykorzystania egzogennych kwasów nukleinowych oraz nukleozydów do naprawy 

własnego materiału genetycznego w obecności kofeiny. Kofeina jest związkiem 

zaburzającym proces naprawy DNA na wielu płaszczyznach, wpływa m.in. na 

bezpośrednią inhibicję enzymów zaangażowanych we wspomniany proces, może 

interkalować w łańcuchy DNA (a przez to maskować uszkodzenia lub zakłócać ich 

rozpoznawanie) oraz wpływać na cykl komórkowy (Sabisz i Składanowski, 2008). 

W celu określenia zdolności komórek do wykorzystywania badanych związków do 

naprawy własnego DNA w sytuacji narażenia na czynnik genotoksyczny (H2O2) 

przy jednoczesnym upośledzeniu systemów naprawczych wywołanym obecnością 

kofeiny wykorzystano test kometowy. 

4.1. Wizualizacja kwasów nukleinowych w wybranych produktach 

żywnościowych 

 Technika bloczków parafinowych, powszechnie stosowana w badaniach 

histopatologicznych, została zaadaptowana do przygotowania preparatów 

mikroskopowych z próbek żywności różnego pochodzenia w celu szacunkowej 

oceny wstępnej zawartości kwasów nukleinowych występujących w tkankach 

jadalnych. Dzięki uprzejmości Pani prof. dr hab. Małgorzaty Kozieradzkiej-

Kiszkurno z Katedry Cytologii i Embriologii Roślin Uniwersytetu Gdańskiego 

przygotowane bloczki parafinowe zostały pocięte przy pomocy mikrotomu na 

skrawki, z których następnie wykonano preparaty mikroskopowe. Barwienie 
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różnymi rodzajami barwników umożliwiło wizualizację kwasów nukleinowych in 

situ w tkankach wybranych produktów żywnościowych. 

Na zdjęciach preparatów przekroju poprzecznego mięśni piersi (rys. 3A) oraz na 

fotografiach preparatów przekroju podłużnego mięśni uda kury (rys. 3B) widoczne 

są liczne jądra komórkowe wielojądrzastych miocytów. Są one charakterystycznie 

dla tkanki poprzecznie prążkowanej szkieletowej zlokalizowane na obrzeżach 

komórek. Dlatego na rys. 3B. zauważyć można typowe dla włókien mięśniowych 

rozmieszczenie jąder komórkowych, które występują obok siebie, tuż pod błoną 

komórkową. Dodatkowo, widoczne są prążki tworzone przez elementy kurczliwe 

zwane sarkomerami, składające się z filamentów aktyny i miozyny (Cui i in., 

2011a). Przekrój wątroby – organu zbudowanego w dużej części z wielokątnych 

komórek zwanych hepatocytami – przedstawiony jest na rys. 4A. Na zdjęciach 

widoczne są jądra komórkowe, których ilość przypadająca na cm2 zdjęcia preparatu 

tkanki (przy powiększeniu 200x) jest znacznie większa w porównaniu z tkanką 

budującą mięśnie uda i piersi kury. Sugeruje to duże zagęszczenie komórek, a więc 

i jądrowego materiału genetycznego znajdującego się w tkance wątroby, co może 

wiązać się z licznymi funkcjami pełnionymi przez ten organ i jego zdolnością do 

regeneracji. Na rys. 4B., przedstawiającym zdjęcia preparatów mikroskopowych 

nasion fasoli szparagowej, widoczne są jądra komórkowe znacznych rozmiarów, 

które zajmują dużą część komórki. Rozmiar jąder oddaje fakt dużego genomu roślin 

strączkowych, a więc i wysokiej zawartości kwasów nukleinowych (dla porównania 

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 jąder, ale i komórek, jest większy 

niż w przypadku wątroby, co wiąże się jednocześnie z mniejszą gęstością komórek 

w nasionach fasoli. 

Na rys. 5. znajdują się zdjęcia preparatów wykonanych z kalarepy (rys. 5A, 5B), 

selera naciowego (rys. 5C) oraz ziemniaka (rys. 5D, 5E, 5F,). Obecność ściany 

komórkowej w produktach roślinnych utrudnia właściwą penetrację zastosowanych 

barwników do wnętrza komórek, co nie zawsze pozwala na obserwację 

rozmieszczenia kwasów nukleinowych in situ. Na fotografiach preparatów bulwy 

ziemniaka barwionych eozyną Y i hematoksyliną oraz fluorochromem Hoechst 
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33342 (rys. 5D, 5E) widoczne są ziarna skrobi, która stanowi materiał zapasowy 

rośliny. Uzyskane zdjęcia wskazują również na częściowy rozpad tkanek (brak 

widocznych komórek uporządkowanych w struktury tkankowe), co może oznaczać, 

że zastosowana metoda utrwalania próbek nie jest uniwersalna dla produktów 

pochodzenia roślinnego. Ponadto w przypadku barwnika fluorescencyjnego 

prawdopodobnie nastąpiło niespecyficzne wiązanie tej substancji do innych 

składników komórki (rys. 5E - ziarna skrobi wybarwione fluorochromem Hoechst 

33342 wykazujące fluorescencję), co utrudniło wybarwienie i wizualizację 

materiału genetycznego, mimo zastosowania metody zaleconej do przygotowania 

preparatów roślinnych. 

Zdjęcia preparatów uzyskanych z pieczarek, należących do odrębnego królestwa 

grzybów, znajdują się na rys. 6. Zastosowanie barwnika fluorescencyjnego SYBR 

Green umożliwiło wizualizację jąder komórkowych znajdujących się w badanym 

produkcie żywnościowym (rys. 6C). Duża ilość materiału genetycznego, jaką można 

zaobserwować w preparacie, związana jest ze zdolnością grzybów do szybkiego 

wzrostu. Na fotografiach preparatów barwionych eozyną Y i hematoksyliną (rys. 

6A) widoczne są rozległe struktury, które przy zastosowaniu fluorochromu Hoechst 

33342 wykazują silną fluorescencję (rys. 6B). Ponieważ elementem ściany 

komórkowej, który odróżnia komórkę grzybową od roślinnej, jest chityna, 

wykonano dodatkowy preparat zawierający ten polisacharyd. Barwienie Hoechst 

33342 potwierdziło możliwość niespecyficznego wiązania się barwnika z tym 

składnikiem ściany komórkowej, co można zaobserwować w postaci niebieskiej 

fluorescencji chityny na rys. 7. 

Dzięki uprzejmości Pana prof. dr hab. inż. Pawła Sachadyna z Laboratorium 

Biotechnologii Regeneracyjnej Politechniki Gdańskiej przygotowano preparaty 

z surowej wątroby drobiowej oraz konserwowej fasoli szparagowej także 

z wykorzystaniem kriostatu. Na rys. 8 porównano obrazy mikroskopowe uzyskane 

dla preparatów otrzymanych techniką bloczków parafinowych oraz techniką 

kriosekcji. Obie metody umożliwiły wizualizację kwasów nukleinowych 

w badanych produktach żywnościowych a jakość uzyskanych preparatów jest 

porównywalna. Integralność tkanek została zachowana zarówno w przypadku 
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produktu pochodzenia zwierzęcego (rys. 8), jak i roślinnego (rys. 9). Na zdjęciach 

tkanek uzyskanych techniką kriosekcji widoczne komórki są nieznacznie większe 

niż w przypadku preparatów parafinowych, szczególnie dla konserwowej fasoli 

szparagowej (rys. 9). Procedura przygotowania produktów żywnościowych do 

zatopienia w parafinie obejmowała etap utrwalania próbek z zastosowaniem 

rozpuszczalników organicznych, co powodowało usunięcie wody z tkanek. 

W przypadku kriosekcji nie ma potrzeby odwadniania, przez co widoczne na 

zdjęciach, uwodnione komórki, są większe niż na fotografiach preparatów 

parafinowych. 

Wyniki uzyskane zarówno dla produktów pochodzenia zwierzęcego, jak i dla 

produktu roślinnego oraz przedstawiciela grzybów pozwoliły na wizualizację DNA 

w postaci jąder komórkowych w wybranych tkankach pochodzących z trzech 

różnych królestw. Zaobserwować można różnice zarówno pod względem 

rozmieszczenia jąder, jak i ich wielkości oraz ilości przypadającej na cm2 zdjęcia 

preparatu tkanki. Jednak we wszystkich tkankach, niezależnie od pochodzenia, jądra 

komórkowe zachowują zwartą strukturę i nie są widoczne ich uszkodzenia. 

Struktura jądra została zachowana także w przypadku produktu poddanego działaniu 

wysokiej temperatury (konserwowa fasola szparagowa), dla którego czas od zbioru 

do analizy był dłuższy niż dla świeżych tkanek. Świadczy to o wysokiej stabilności 

organellum zawierającego DNA oraz odporności tej struktury komórkowej na 

przechowywanie oraz obróbkę żywności. Obecność materiału genetycznego 

w postaci jąder komórkowych w produktach żywnościowych uzasadnia 

występowanie w przewodzie pokarmowym licznych enzymów trawiących kwasy 

nukleinowe, które umożliwiają rozkład omawianych biopolimerów do formy 

pozwalającej na ich wchłanianie z jelita. Należy również zwrócić uwagę, że 

w zastosowanej metodologii nie uwzględniono barwników pozwalających na 

wizualizację RNA, którego zawartość może być nawet kilkukrotnie większa niż 

DNA (Yeung i Leung, 2013; Bhat i in., 2020). Sugeruje to duży udział kwasów 

nukleinowych w stosunku do pozostałych składników komórki. Składniki te są 

trawione i wchłaniane w przewodzie pokarmowym, natomiast ich znaczenie 
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żywieniowe jest tylko w niewielkim stopniu przedmiotem badań, co omówiono 

w podrozdziale 1.2 części teoretycznej.  

Rys. 3. Zdjęcia preparatów mikroskopowych mięśni piersi kury (A) oraz mięśni uda kury (B) 
wybarwionych odpowiednio eozyną Y i hematoksyliną (1) w celu wizualizacji struktur komórkowych, 

barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342 (2) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green 
(3) w celu wizualizacji jąder komórkowych. Czerwone strzałki wskazują przykładowe wybarwione 

jądra komórkowe. 
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Rys. 4. Zdjęcia preparatów mikroskopowych wątroby drobiowej (A) oraz fasoli szparagowej (B) 
wybarwionych odpowiednio eozyną Y i hematoksyliną (1) w celu wizualizacji struktur komórkowych, 

barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342 (2) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green 
(3) w celu wizualizacji jąder komórkowych. Czerwone strzałki wskazują przykładowe wybarwione 

jądra komórkowe. 
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Rys. 5. Zdjęcia preparatów mikroskopowych kalarepy (A, B), selera naciowego (C) oraz ziemniaka 
(D, E, F) wybarwionych eozyną Y i hematoksyliną (A, C, D) w celu wizualizacji struktur 

komórkowych, barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342 (E) oraz barwnikiem fluorescencyjnym 
SYBR Green (B, F) w celu wizualizacji jąder komórkowych. 
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Rys. 6. Zdjęcia preparatów mikroskopowych pieczarki wybarwionych odpowiednio eozyną  Y 
 ihematoksyliną (A) w celu wizualizacji struktur komórkowych, barwnikiem fluorescencyjnym 

Hoechst 33342 (B) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green (C) w celu wizualizacji jąder 
komórkowych. 

 74

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rys. 7. Zdjęcie preparatu mikroskopowego chityny wybarwionego barwnikiem fluorescencyjnym 
Hoechst 33342. 
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Rys. 8. Zdjęcia preparatów mikroskopowych wątroby drobiowej przygotowanych z wykorzystaniem 
techniki bloczków parafinowych (A) oraz kriosekcji (B) wybarwionych odpowiednio eozyną Y 
i hematoksyliną (1) w celu wizualizacji struktur komórkowych, barwnikiem fluorescencyjnym 

Hoechst 33342 (2) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green (3) w celu wizualizacji jąder 
komórkowych. 

 76

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rys. 9. Zdjęcia preparatów mikroskopowych konserwowej fasoli szparagowej przygotowanych 
z wykorzystaniem techniki bloczków parafinowych (A) oraz kriosekcji (B) wybarwionych 

odpowiednio eozyną Y i hematoksyliną (1) w celu wizualizacji struktur komórkowych, barwnikiem 
fluorescencyjnym Hoechst 33342 (2) oraz barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green (3) w celu 

wizualizacji jąder komórkowych. 
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4.2. Ocena stopnia fragmentacji kwasów nukleinowych izolowanych 

z produktów żywnościowych z wykorzystaniem testu kometowego 

 Zastosowanie techniki bloczków parafinowych uwidoczniło obecność licznych 

jąder komórkowych w badanych produktach żywnościowych. Występowanie 

materiału genetycznego w takiej formie pozwoliło na zastosowanie elektroforezy 

pojedynczych komórek, tzw. testu kometowego, do oceny stopnia fragmentacji 

DNA znajdującego się w jądrach komórkowych badanych tkanek jadalnych. 

Standardowo test ten wykorzystywany jest m.in. w badaniach genotoksyczności 

związków chemicznych, biotycznych i abiotycznych czynników stresu 

powodujących oksydacyjne uszkodzenia materiału genetycznego, badaniach 

ekotoksykologicznych (Ventura i in., 2013), a także do wykrywania napromieniania 

żywności (PNEN 13784:2003). W moim przypadku zastosowanie tej metody 

umożliwiło porównanie stopnia fragmentacji oraz uszkodzeń kwasów nukleinowych 

w jądrach komórkowych badanych surowych produktów żywnościowych. 

Wykres na rys. 10. przedstawia średnią zawartość procentową DNA w ogonach 

komet, natomiast wykres na rys. 11 średnią długość ogona komet oznaczoną dla 

poszczególnych próbek. Parametr % DNA w ogonie wskazuje, jaka część materiału 

genetycznego znajdującego się w jądrze uległa fragmentacji, a długość ogona mówi 

o tym, w jakim stopniu kwasy nukleinowe w nim obecne zostały pofragmentowane. 

Dłuższy ogon będzie świadczył o obecności krótszych fragmentów DNA 

w komórkach budujących badane tkanki. Powodem fragmentacji może być 

obecność w żywności endogennych nukleaz, których aktywność nie została 

zatrzymana np. w wyniku obróbki termicznej. Natomiast narażenie produktów 

żywnościowych na działanie czynników uszkadzających DNA (np. termiczna 

obróbka kulinarna przy dostępie tlenu, ekspozycja na czynniki mutagenne takie jak 

napromieniowanie żywności) może skutkować pojawieniem się krótszych 

fragmentów będących wynikiem chemicznych uszkodzeń jądrowego materiału 

genetycznego. 
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Rys. 10. Wyniki testu kometowego wyrażone jako procentowa zawartość DNA w ogonach komet 
oznaczona dla poszczególnych próbek badanych produktów żywnościowych. Wyniki są średnią 

z 4 powtórzeń uwzględniających 100 kolejnych komet dla każdego powtórzenia. 

Rys. 11. Wyniki testu kometowego wyrażone jako długości ogonów komet oznaczone dla 
poszczególnych próbek badanych produktów żywnościowych. Wyniki są średnią z 4 powtórzeń 

uwzględniających 100 kolejnych komet dla każdego powtórzenia. 

 W przypadku badanych próbek największe różnice w uzyskanych wynikach 

widoczne są pomiędzy materiałem genetycznym tkanek zwierzęcych i roślinnych. 

Stopień fragmentacji DNA w jądrach miocytów pochodzących z piersi i uda kury 

jest zbliżony i oscyluje w granicach 50% DNA w ogonie (rys. 10). Wartość ta 

pokrywa się z wynikami uzyskanymi przez Cieślewicz i wsp. dla schabu 

wieprzowego i prawdopodobnie wiąże się z działaniem endogennych nukleaz, które 
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mogą być wciąż aktywne w surowym mięsie (Cieślewicz i in., 2021). Długości 

ogonów komet dla obu produktów wynoszą ok. 100 µm i są kilkukrotnie większe 

niż te zaobserwowane w badaniach tkanek roślinnych (rys. 11), co świadczy 

o obecności krótszych fragmentów materiału genetycznego w badanym mięsie. 

Największą degradację DNA stwierdzono w przypadku jąder wątroby drobiowej, 

gdzie nie są nawet widoczne głowy komet, a cały materiał genetyczny znajduje się 

w ogonie (rys. 12.B). Ilość jąder komórkowych znajdujących się w zawiesinie 

hepatocytów była kilkukrotnie większa niż dla próbek mięśni piersi i uda kury. 

Wyniki te wskazują na dużą gęstość komórkową wątroby, co pokrywa się 

z obrazami uzyskanymi techniką bloczków parafinowych oraz kriosekcji. Wysoki 

stopień degradacji DNA hepatocytów oraz duże zagęszczenie jąder komórkowych 

może się wiązać z funkcjami tego organu, do których należą między innymi synteza 

i wydzielanie żółci, synteza i uwalnianie do krwiobiegu białek osocza takich jak 

fibrynogen, protrombina, lipoproteiny czy albuminy, udział w metabolizmie lipidów, 

białek i sacharydów, magazynowanie żelaza, glikogenu, triacylogliceroli oraz 

witamin A, D, B12 (Cui i in., 2011b). Synteza wymienionych metabolitów pociąga 

za sobą dużą aktywność transkrypcyjną tej tkanki, co wymaga rozplątania DNA 

i pojawienia się obszarów jednoniciowych, wrażliwszych na hydrolizę. Wątroba 

cechuje się też dużą zdolnością do regeneracji (Michalopoulos i Bhushan, 2021), 

podczas której jednym z etapów naprawy uszkodzonego materiału genetycznego jest 

rozcięcie nici DNA (Chatterjee i Walker, 2017), co może być widoczne w postaci 

wzmożonej fragmentacji kwasów nukleinowych. Ponadto jest to organ 

odpowiedzialny za detoksykację organizmu narażony na działanie licznych 

ksenobiotyków i substancji, które mogą mieć działanie genotoksyczne (Gillman 

i in., 2021).

W prezentowanych badaniach stopień fragmentacji materiału zawartego 

w jądrach komórkowych pochodzących z tkanek roślinnych zawierał się w zakresie 

4-18% DNA w ogonie. Zbiór warzyw nie przerywa ich procesów życiowych, 

a głównym czynnikiem, który reguluje procesy dojrzewania, jest temperatura. 

Obniżenie temperatury podczas przechowywania produktów pozwala na 

ograniczenie szybkości zmian zachodzących w roślinach (Pijanowski i in., 1997). 
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Odmienny stan roślin, w stosunku do opisanych wyżej przebadanych próbek mięsa, 

może tłumaczyć tak duże różnice w zawartości pofragmentowanego DNA. 

Najniższą fragmentację materiału genetycznego zaobserwowano dla fasoli 

szparagowej (4,4% DNA w ogonie). Funkcją nasion jest zapoczątkowanie wzrostu 

nowej rośliny, co wiąże się z koniecznością szczególnej ochrony DNA niezbędnego 

m. in. do produkcji białek i odtworzenia nowej rośliny. Przed czynnikami 

zewnętrznymi dodatkową ochronę stanowią strąki, w których znajdują się 

opisywane nasiona. Również w przypadku selera naciowego stopień fragmentacji 

DNA jest niewielki i wynosi 4,9% DNA w ogonie, natomiast dla ziemniaka 

i kalarepy uzyskuje wartość odpowiednio 15,1% i 17,8% DNA w ogonie, przy czym 

ogony komet są kilkukrotnie krótsze niż w przypadku jąder komórkowych tkanek 

mięśni kury (rys. 11). Świadczy to o występowaniu jedynie długich fragmentów 

materiału genetycznego w badanych jądrach pochodzących z produktów roślinnych. 

Fragmentem selera naciowego wykorzystywanego do badań był zgrubiały ogonek 

liściowy, a w przypadku ziemniaka i kalarepy – bulwa. Powodem różnic w poziomie 

fragmentacji DNA w komórkach badanych roślin mogą być inne funkcje pełnione 

przez te tkanki, co wiąże się z różnicami w budowie poszczególnych fragmentów 

warzyw. Środek bulwy pędowej ziemniaka stanowi silnie rozrośnięty rdzeń, który 

wypełnia duża ilość miękiszu spichrzowego zawierającego skrobię. Bulwa kalarepy 

natomiast jest przekształconą, nadliścieniową częścią pędu. Funkcją bulw jest 

magazynowanie substancji zapasowych, są one również organami 

przetrwalnikowymi i służą do rozmnażania wegetatywnego. Jadalną część selera 

naciowego stanowi natomiast zgrubiały ogonek liściowy. W ogonkach liściowych 

występuje kolenchyma, której mogą towarzyszyć także włókna sklerenchymatyczne. 

Są to tkanki wzmacniające, nadające odporność mechaniczną tej części rośliny 

(Szweykowska i Szweykowski, 2008). Odmienna budowa tkankowa badanych 

organów roślinnych może być powodem różnic w odporności na czynniki 

powodujące uszkodzenia DNA, a zatem i potencjalną fragmentację materiału 

genetycznego. Ponadto czynniki środowiskowe, takie jak dostępność światła, wody, 

czy temperatura, mogą wpływać na aktywność niektórych ścieżek naprawy DNA. 

Szybko dzielące się i zróżnicowane komórki różnych organów roślinnych nie 

 81

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


wykorzystują jednakowo całego dostępnego repertuaru mechanizmów naprawczych. 

Zdolność roślin do zachowania integralności genomowej zmniejsza się z wiekiem 

rośliny, głównie ze względu na zmniejszenie wydajności wykorzystywanych ścieżek 

naprawy DNA (Manova i Gruszka, 2015), co również mogło wpłynąć na 

zaobserwowany poziom fragmentacji materiału genetycznego badanych warzyw. 

W przypadku pieczarek, zastosowana metodologia nie pozwoliła na izolację jąder 

komórkowych. Wiąże się to prawdopodobnie z odmienną w stosunku do roślin 

budową ściany komórkowej grzybów, utrudniającą mechaniczną destrukcję komórki 

i uwolnienie jąder. 

Rys. 12. Obrazy jąder komórkowych wybarwionych fluorochromem SYBR Green uzyskanych 
w wyniku przeprowadzenia testu kometowego dla piersi kury (A), wątroby kury (B), fasoli 

szparagowej (C) oraz ziemniaka (D). 
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Na podstawie wyników uzyskanych z obserwacji mikroskopowych oraz testu 

kometowego do dalszych badań wybrano wątrobę drobiową oraz fasolę szparagową, 

jako przedstawicieli odpowiednio produktów żywnościowych pochodzenia 

zwierzęcego i roślinnego, a przy tym zasadniczo różniących się integralnością 

materiału genetycznego. 

4.3. Zawartość suchej masy w badanych produktach żywnościowych 

 Zawartość suchej masy oznaczoną metodą wagowo-suszarkową dla badanych 

produktów żywnościowych przedstawiono w tab. 6. Dla produktu pochodzenia 

roślinnego i zwierzęcego zawartość suchej masy jest zbliżona i wynosi ok. 26% 

wag. 

Tabela 6. Zawartość suchej masy oznaczona dla wątroby drobiowej oraz nasion fasoli szparagowej 

*Wyniki są średnią z 3 niezależnych powtórzeń 

4.4. Porównanie wydajności izolacji DNA z produktów żywnościowych 

wybranymi metodami

W celu porównania wydajności izolacji kwasów nukleinowych z wybranych 

produktów żywnościowych zastosowano klasyczną ekstrakcję rozpuszczalnikami 

z wykorzystaniem mieszaniny fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25:24:1,       

v/v/v) oraz dedykowane zestawy do izolacji DNA z żywności (NucleoSpin® Food, 

Macherey-Nagel) i materiału roślinnego (NucleoSpin® Plant II, Macherey-Nagel). 

W tab. 7. zestawiono średnie zawartości DNA w próbkach obliczone na podstawie 

zmierzonego stężenia kwasów nukleinowych w izolatach, mas naważek i objętości 

buforu zastosowanego do elucji, a także czystość DNA w uzyskanych izolatach 

oznaczoną spektrofotometrycznie. Czystość DNA określa się na podstawie stosunku 

absorbancji zmierzonych dla długości fali 260 oraz 280 nm. Przyjmuje się, że dla 

wartości A260/A280 > 1,8, próbka jest wolna od zanieczyszczeń takich jak białka, 

fenol, czy inne substancje silnie absorbujące przy 280 nm. 

Rodzaj próbki Średnia zawartość suchej masy* 
[% wag.]

Fasola 
szparagowa 25,89 ± 0,75

Wątroba 
drobiowa 25,84 ± 0,18
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Tabela 7. Zawartość DNA w badanych produktach żywnościowych oznaczona z zastosowaniem 
różnych metod izolacji 

*Wyniki są średnią z 3 niezależnych powtórzeń 

 Uzyskane wyniki wskazują na wyższą wydajność izolacji kwasów 

nukleinowych z zastosowaniem ekstrakcji rozpuszczalnikami w porównaniu do 

izolacji z wykorzystaniem komercyjnie dostępnych zestawów, zarówno dla 

materiału roślinnego (od ok. 32 do 48 razy większy odzysk), jak i zwierzęcego 

(prawie 6 razy większy odzysk). W przypadku nasion fasoli szparagowej, podczas 

izolacji zestawem NucleoSpin® Plant II, procedura z zastosowaniem SDS 

umożliwiła uzyskanie 1,5 razy większej ilości DNA niż w przypadku izolacji 

z dodatkiem CTAB. Na niski, końcowy odzysk kwasów nukleinowych w izolatach 

uzyskanych z zastosowaniem gotowych zestawów wpływ może mieć m.in. objętość 

buforu użytego do elucji. Jak podaje producent zestawu NucleoSpin® Plant II, 

zastosowanie 100 µL eluenta pozwala na odzysk 60-70% kwasów nukleinowych 

związanych z wypełnieniem kolumny. Natomiast dwukrotna elucja 100 µL buforu 

skutkuje odzyskaniem od 95 do 100 % kwasów nukleinowych, jednak prowadzi do 

otrzymania bardziej rozcieńczonego izolatu. Procedura izolacji zestawem 

NucleoSpin® Plant II uwzględniała także użycie RNazy, czego nie zastosowano 

przy ekstrakcji rozpuszczalnikami. Ewentualna obecność RNA w izolatach mogła 

wpłynąć na wyższy wynik oznaczonej zawartości DNA zmierzony 

spektrofotometrycznie. W przypadku izolacji rozpuszczalnikami średnia zawartość 

DNA w izolatach z wątroby drobiowej jest prawie 3-krotnie większa niż w izolatach 

z nasion fasoli szparagowej. Może się to wiązać nie tylko z faktycznie wyższą 

Rodzaj 
próbki Metoda izolacji

Średnia zawartość DNA w próbce*
A260/A280

[mg/g mokrej masy] [mg/g suchej masy]

Fasola 
szparagowa

Zestaw NucleoSpin® 
Plant II - liza z CTAB 0,06 ± 0,01 0,24 ± 0,04 1,87 ± 0,05

Zestaw NucleoSpin® 
Plant II - 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

Wątroba 
drobiowa

Zestaw NucleoSpin® 
Food 1,45 ± 0,18 5,62 ± 0,71 2,03 ± 0,01

Izolacja 
rozpuszczalnikami 8,52 ± 2,19 32,96 ± 8,49 1,99 ± 0,03
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zawartością tych makrocząsteczek w tkankach zwierzęcych, ale także 

z zastosowanym sposobem homogenizacji próbki. Komórki roślinne posiadają 

bardzo wytrzymałą ścianę komórkową, co uniemożliwia jej pełne rozbicie, a to 

z kolei skutkuje utrudnionym uwalnianiem kwasów nukleinowych z wnętrza 

komórek. Wszystkie zastosowane metody ekstrakcji pozwoliły na uzyskanie 

izolatów o wysokiej czystości (A260/A280 > 1,8). Należy jednak zaznaczyć, że 

wartości A260/A280 dla kwasów nukleinowych wyizolowanych z fasoli szparagowej 

z zastosowaniem rozpuszczalników organicznych oraz dla kwasów nukleinowych 

wyizolowanych z wątroby drobiowej są większe lub oscylują wokół wartości 2, co 

może wskazywać na obecność RNA w tych izolatach (Khosravinia i in., 2007).  

4.5. Ocena stopnia fragmentacji kwasów nukleinowych wyizolowanych 

z produktów żywnościowych z wykorzystaniem elektroforezy agarozowej

Na rys. 13 przedstawione są profile fragmentacji kwasów nukleinowych 

wyizolowanych z produktów żywnościowych uzyskane z wykorzystaniem 

elektroforezy w żelu agarozowym. Do fragmentacji długołańcuchowych kwasów 

nukleinowych może prowadzić narażenie na czynniki genotoksyczne, jak i sama 

procedura izolacji. Uzyskane profile są więc wynikiem działania wszystkich 

czynników wpływających na stopień fragmentacji kwasów nukleinowych. Zarówno 

tych, które oddziaływały na badane produkty żywnościowe przed i po ich zbiorze/ 

uboju, jak i tych działających bezpośrednio na kwasy nukleinowe podczas 

ekstrakcji.  

 Izolacja DNA z fasoli szparagowej z zastosowaniem zestawu NucleoSpin® 

Plant II, zarówno w przypadku lizy z CTAB (rys. 13, ścieżka 1) jak i SDS (rys. 13, 

ścieżka 2), pozwoliła na otrzymanie niepofragmentowanych kwasów nukleinowych 

o długości powyżej 10 000 pz. W przypadku ekstrakcji rozpuszczalnikami, 

widoczne są długie fragmenty powyżej 10 000 pz, jak i krótsze odcinki kwasów 

nukleinowych w zakresie od ok. 200 do 3 000 pz (rys. 13, ścieżka 3). Dla wątroby 

drobiowej izolacja zestawem NucleoSpin® Food (rys. 13, ścieżka 4) pozwoliła na 

uzyskanie fragmentów odpowiadających długości powyżej 10 000 pz oraz poniżej 

2 000 pz, natomiast dla ekstrakcji rozpuszczalnikami na elektroforegramie (rys. 13, 
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ścieżka 5) widoczne są fragmenty kwasów nukleinowych powyżej 10 000 pz oraz 

poniżej ok. 300 pz.  

 Uzyskane wyniki wskazują na istotne różnice w stopniu fragmentacji kwasów 

nukleinowych pochodzących z fasoli szparagowej oraz wątroby drobiowej. 

Obserwacje te pokrywają się z wynikami uzyskanymi w teście kometowym. DNA 

nasion fasoli składa się z długich fragmentów powyżej 10 000 pz (rys. 13, ścieżki 

1 i 2), natomiast DNA wątroby to głównie krótsze fragmenty poniżej 2 000 pz, przy 

czym największą intensywnością charakteryzują się fragmenty o długości ok. 

100-200 pz (rys. 13, ścieżki 4 i 5), w zależności od metody. Ich obecność wskazuje 

na fragmentację materiału genetycznego w regionach pomiędzy nukleosomami, 

których rdzeń otacza fragment DNA o długości ok. 146 pz (Khorasanizadeh, 2004; 

Cutter i Hayes, 2015). Intensywność prążków odpowiadających fragmentom 

o długości ok. 100 pz na elektroforegramie wskazuje na zbyt wysokie stężenie 

kwasów nukleinowych w izolacie nałożonym na żel agarozowy. Mogło to 

doprowadzić do migracji fragmentów poniżej obszaru odpowiadającego ich 

faktycznej wielkości; są to raczej fragmenty odpowiadające odległościom między 

nukleosomami. 

 Zastosowanie różnych metod izolacji pokazało wpływ procedury ekstrakcji 

rozpuszczalnikami na stopień fragmentacji kwasów nukleinowych w porównaniu do 

izolacji z użyciem komercyjnie dostępnych zestawów. Te ostatnie pozwoliły na 

uzyskanie dłuższych fragmentów w przypadku fasoli szparagowej (rys. 13, ścieżki 

1 i 2 w porównaniu do ścieżki 3) oraz dłuższych fragmentów dla wątroby drobiowej 

(rys. 13, ścieżka 4 w porównaniu do ścieżki 5). Obecność większej ilości krótszych 

odcinków kwasów nukleinowych w izolatach uzyskanych metodą ekstrakcji 

rozpuszczalnikami wynika prawdopodobnie z etapów mechanicznego wytrząsania, 

pod wpływem którego łańcuchy kwasów nukleinowych mogły ulegać pęknięciom 

na odcinkach pomiędzy nukleosomami. Otrzymane wyniki uzasadniają 

wykorzystywanie zestawów do izolacji kwasów nukleinowych dla uzyskania 

reprezentatywnych cząsteczek, np. do reakcji PCR, gdzie wydajność ekstrakcji nie 

jest tak istotna jak szybkość i łatwość zastosowanej procedury. Zestawy te nie 

wydają się jednak nadawać do ilościowej izolacji opisywanych makromolekuł, gdyż  
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Rys. 13. Profile fragmentacji kwasów nukleinowych wyizolowanych z fasoli szparagowej 
z zastosowaniem zestawu NucleoSpin® Plant II - liza z CTAB (1), zestawu NucleoSpin® Plant II - 

liza z SDS (2), izolacji rozpuszczalnikami (3) oraz kwasów nukleinowych wyizolowanych z wątroby 
drobiowej z zastosowaniem zestawu NucleoSpin® Food (4) i izolacji rozpuszczalnikami (5). 

Zastosowano marker wielkości od 100 do 10 000 par zasad. 

wydajność izolacji jest zdecydowanie niższa niż w przypadku zastosowania 

ekstrakcji rozpuszczalnikami (tab. 7.). Ponieważ klasyczna metoda izolacji 

pozwoliła na większy odzysk badanych makrocząsteczek, kwasy nukleinowe 

izolowane właśnie tą metodą zostały wykorzystane do dalszych badań z użyciem 

linii komórkowych. 
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4.6. Ocena wpływu nukleozydów i ich mieszanin oraz wyizolowanych kwasów 

nukleinowych na wzrost komórek ludzkiego układu pokarmowego 

 Kwasy nukleinowe stanowią podstawowe składniki komórki, dzięki którym 

może ona prawidłowo rosnąć, rozwijać się oraz ulegać proliferacji. Są niezbędne 

m.in. do syntezy białek (DNA i RNA), stanowią nośnik informacji genetycznej 

przekazywany komórkom potomnym w procesie replikacji (DNA), ich pochodne 

uczestniczą w przenoszeniu energii (ATP) i stanowią elementy koenzymów 

zaangażowanych w wiele procesów metabolicznych (m.in. NAD+ i FAD 

odpowiedzialne za przenoszenie elektronów i protonów w łańcuchu oddechowym, 

CoA uczestniczący w cyklu Krebsa). Ponadto niekodujące cząsteczki RNA (ncRNA 

- należą do nich m.in. miRNA) odpowiadają za regulację ekspresji genów, zarówno 

na poziomie transkrypcyjnym, potranskrypcyjnym, jak i epigenetycznym. Komórki 

zdolne są zarówno do syntezy kwasów nukleinowych de novo, jak i do 

wykorzystania egzogennych makromolekuł na drodze odzysku, co jest mniej 

kosztowne energetycznie (Carver i Walker, 1995; Zhang i in., 2019).  

 Przeprowadzone w ramach prezentowanego projektu doktorskiego badania na 

liniach komórkowych opierały się na założeniu, że komórki przewodu 

pokarmowego będą wykorzystywały dostarczane z zewnątrz kwasy nukleinowe i ich 

komponenty, a biodostępność tych makromolekuł będzie skutkowała pobudzeniem 

wzrostu wybranych linii komórek jelita i wątroby. Kwasy nukleinowe pochodzące 

z żywności docierają do jelit zarówno w postaci dłuższych fragmentów (nawet 

kilkuset par zasad), jak i w formie strawionej, głównie w postaci nukleozydów. 

W związku z tym do badań zostały wykorzystane zarówno wyizolowane z produktu 

roślinnego oraz zwierzęcego kwasy nukleinowe, jak i pojedyncze nukleozydy oraz 

mieszaniny tych cząsteczek. W badaniach wykorzystano deoksyrybonukleozydy, 

które są niezbędne do syntezy DNA, oraz rybonukleozydy, będące prekursorami 

zarówno RNA, jak i DNA.  

 Do oceny wpływu nukleozydów i ich mieszanin oraz wyizolowanych kwasów 

nukleinowych na wzrost komórek wybranych linii zastosowano test MTT. Jest on 

podstawowym narzędziem do badania wpływu związków chemicznych na wzrost 

komórek w warunkach in vitro. W przeprowadzonych doświadczeniach, jako 
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modele tkanek przewodu pokarmowego, wykorzystano ludzkie linie komórkowe. 

Komórki tych tkanek albo mają bezpośredni kontakt ze spożywaną żywnością 

w przypadku jelita (HT29 i CCD 841 CoN) albo produktami jej trawienia 

w przypadku jelita (HT29 i CCD 841 CoN) i wątroby (HepG2). Jak opisano we 

Wstępie (rozdział 4. WYNIKI), kwasy nukleinowe pochodzenia żywieniowego 

trafiają do komórek wątroby głównie w formie nukleozydów, jednak badania 

naukowe wskazują na obecność dłuższych fragmentów kwasów nukleinowych 

również w wątrobie (Chowdhury i in., 2004; El-Sanhoty i in., 2006; Guertler i in., 

2008; Ran i in., 2009). Z tego względu ocena wpływu izolatów kwasów 

nukleinowych, jak i pojedynczych nukleozydów, została przeprowadzona zarówno 

dla komórek jelita, jak i wątroby. Uzyskane wyniki testu MTT zostały 

przedstawione w postaci wykresów zależności wzrostu komórek od czasu 

ekspozycji oraz stężenia danego związku (nazywane tu krzywymi przeżycia) (rys. 

15-19. dla HT29, rys. 20. dla CCD 841 CoN oraz rys. 21-24. dla HepG2). Użyty 

zakres stężeń dla roztworów wodnych adenozyny, cytydyny, urydyny, 

deoksyadenozyny, deoksycytydyny i tymidyny zawierał się w przedziale od 0,01 do 

1000 µM. Wpływ guanozyny i deoksyguanozyny zbadano w zakresie stężeń 

0,01-100 µM ze względu na małą rozpuszczalność tych związków w wodzie. 

Również dla mieszanin nukleozydów oraz izolatów kwasów nukleinowych 

zastosowano stężenia od 0,01 do 100 µM.  

 Na rys. 14. przedstawione są teoretycznie możliwe do uzyskania stężenia 

kwasów nukleinowych w przewodzie pokarmowym po spożyciu 100 g wątroby 

drobiowej. Grafikę przygotowano na podstawie informacji zawartych w publikacji 

autorstwa Sensoy I. (2021). Obliczenia stężeń przeprowadzono na podstawie 

średniej zawartości DNA w wątrobie drobiowej (tab. 7.), przyjmując za masę 

molową średnią z mas molowych nukleotydów, tzn. 327 g/mol. Dane przedstawione 

na rys. 14. wskazują, że użyte w badaniach stężenia kwasów nukleinowych nie 

przekraczały stężeń możliwych do osiągnięcia w układzie pokarmowym. 
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Rys. 14.  Stężenia pokarmowego DNA teoretycznie możliwe do osiągnięcia w przewodzie 
pokarmowym po zjedzeniu 100 g wątroby drobiowej i wypiciu 200 mL wody, z uwzględnieniem 
objętości płynów wydzielanych przez poszczególne części układu pokarmowego (na podstawie 

Sensoy, 2021). 

 Jako pierwszy zbadany został wpływ deoksyrybonukleozydów, t.j. 

doeksyadenozyny, deoksyguanozyny, deoksycytydyny, tymidyny oraz mieszanin 

tych związków na wzrost komórek linii HT29 (rys. 15 i 16 ). Cząsteczki te stanowią 

prekursory DNA, którego synteza jest niezbędna w celu naprawy uszkodzeń 

mogących zakłócać prawidłowe funkcjonowanie komórek, ale w szczególności 

zachodzi podczas replikacji poprzedzającej proliferację. Można byłoby się zatem 

spodziewać aktywnego pobierania i wykorzystywania egzogennych cząsteczek do 

syntezy własnych kwasów nukleinowych przez komórki jelita stanowiącego szybko 

namnażającą się tkankę. Uzyskane wyniki wskazują jednak na niewielki wpływ 

dodanych deoksyrybonukleozydów na wzrost komórek linii HT29. Przeciwnie, 

mieszanina deoksyadenozyny z tymidyną w stężeniu 1000 µM przy 72 h inkubacji 

spowodowała spadek przeżywalności poniżej 80% (rys. 16), w stosunku do 

komórek kontrolnych. Brak zauważalnego pobudzenia wzrostu w standardowych 
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warunkach eksperymentu, gdzie nie są wprowadzane dodatkowe czynniki 

upośledzające metabolizm komórkowy może oznaczać, że komórki jelita pokrywają 

całkowicie swoje zapotrzebowanie na prekursory DNA wykorzystując syntezę de 

novo. Możliwe jest również, że komórki korzystają z obecnych już w pożywce 

hodowlanej kwasów nukleinowych i/lub ich pochodnych, a zwiększanie stężenia 

tych cząsteczek nie ma już wpływu na pobudzenie wzrostu komórek.  

 Kolejnym etapem było sprawdzenie wpływu adenozyny, guanozyny, cytydyny, 

urydyny oraz mieszanin tych związków na wzrost komórek linii HT29 (rys. 17 i 18). 

Rybonukleozydy stanowią zarówno prekursory DNA (difosforany nukleozydów są 

redukowane przez reduktazę rybonukleotydową do d i fosforanów 

deoksyrybonukleozydów), jak i RNA, które to cząsteczki są cały czas 

syntetyzowane, bowiem pełnią liczne funkcje regulujące procesy zachodzące 

w komórkach, a także uczestniczą w replikacji DNA jako primery. Również 

i w przypadku rybonukleozydów nie zaobserwowano ich wpływu na wzrost 

komórek jelita. Tak jak w przypadku deoksyrybonukleozydów i ich mieszanin 

wskazuje to na całkowite pokrywanie zapotrzebowania na te cząsteczki przez 

syntezę de novo prekursorów DNA i RNA przez komórki. Co więcej, jak podają Wei 

i wsp., płodowa surowica bydlęca (FBS), standardowo dodawana do pożywki 

hodowlanej w kulturach in vitro, jest źródłem wielu rodzajów cząsteczek RNA, 

a więc w przeprowadzanych eksperymentach pewna ilość tych makromolekuł była 

już dostępna dla komórek (Wei i in., 2016). 
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Rys. 15. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych prekursorami DNA przez 6, 24 i 72 h. 
Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 10%. 

Rys. 16. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych mieszaninami prekursorów DNA przez 
6, 24 i 72 h. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie 

przekraczają 12%. 
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Rys. 17. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych prekursorami RNA i DNA przez 6, 24     
i 72 h. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 

10%. 

Rys. 18. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych mieszaninami prekursorów DNA i RNA 
przez 6, 24 i 72 h. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie 

przekraczają 11%. 
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Rys. 19. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych kwasami nukleinowymi wyizolowanymi 
z fasoli szparagowej oraz wątroby drobiowej przez 6, 24 i 72 h. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń 

biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 12%. 

 Dodatek pojedynczych nukleozydów oraz ich mieszanin nie wpłynął na wzrost 

komórek linii HT29. Tkanka jelita ma jednak kontakt nie tylko z produktami 

trawienia kwasów nukleinowych, reprezentowanych w niniejszych badaniach przez 

nukleozydy, ale także z dłuższymi fragmentami łańcuchów polinukleotydowych, 

które nie uległy całkowitej hydrolizie w przewodzie pokarmowym. Dlatego 

kolejnym krokiem badawczym było sprawdzenie wpływu wyizolowanych 

z produktów żywnościowych kwasów nukleinowych na wzrost komórek linii HT29. 

Wykorzystano izolaty uzyskane z nasion fasoli szparagowej, reprezentującej 

produkty pochodzenia roślinnego, oraz izolaty z wątroby drobiowej, jako 

przedstawiciela produktów pochodzenia zwierzęcego. Kwasy nukleinowe 

wyizolowane z badanych produktów różniły się istotnie stopniem fragmentacji, co 

można zaobserwować na elektroforegramie przedstawionym na rys. 13. Wzrost 

komórek HT29 traktowanych izolatami z fasoli szparagowej, ani izolatami 

z wątroby drobiowej (rys. 19), nie wskazuje na wpływ dodanych kwasów 

nukleinowych na stymulację wzrostu komórek jelita. Tak jak w przypadku 

nukleozydów, prawdopodobnie synteza de novo oraz dostępność kwasów 

nukleinowych w pożywce hodowlanej powodują, że komórki nie są zmuszone do 

korzystania z dodatkowych, egzogennych źródeł omawianych cząsteczek.  

 Badania wpływu wyizolowanych z produktów żywnościowych kwasów 

nukleinowych na wzrost komórek linii HT29 uzupełniono doświadczeniami 

przeprowadzonymi z wykorzystaniem normalnej ludzkiej linii CCD 841 CoN, 

będącej niestransformowanym odpowiednikiem linii HT29. Uzyskane wyniki 
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również nie wskazują na znaczący wpływ badanych izolatów na wzrost komórek 

jelita (rys. 20.).  

Rys. 20. Krzywe przeżycia dla komórek CCD 841 CoN traktowanych kwasami nukleinowymi 
wyizolowanymi z fasoli szparagowej oraz wątroby drobiowej przez 6, 24 i 72 h. Wyniki są średnią 

z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 15%. 

 Omówione wcześniej doświadczenia powtórzono także dla komórek linii 

nowotworowej wątroby HepG2. Wpływ na wzrost komórek sprawdzono dla rybo- 

i deoksyrybonukleozydów, które stanowią główny metabolit pokarmowych kwasów 

nukleinowych. Doświadczenia przeprowadzono także dla kwasów nukleinowych 

wyizolowanych z wątroby drobiowej oraz fasoli szparagowej. W badaniach nie 

uwzględniono mieszanin dwuskładnikowych, ze względu na brak istotnych różnic 

w wynikach uzyskanych dla linii HT29 w porównaniu do pojedynczych 

nukleozydów i mieszanin czteroskładnikowych. Wyniki uzyskane dla komórek 

HepG2 przedstawione są na kolejnych wykresach (rys. 21-24). 

 Wyniki otrzymane dla linii HepG2 w większości przypadków wskazują na 

niewielki wpływ nukleozydów oraz ich mieszanin na wzrost tych komórek. Wątroba 

jest organem odpowiedzialnym za produkcję i dostarczanie prekursorów kwasów 

nukleinowych do innych narządów w organizmie. Można więc oczekiwać, że 

synteza de novo omawianych cząsteczek przez hepatocyty jest wystarczająca do 

pokrycia również ich własnego zapotrzebowania. Nieznaczną stymulację wzrostu 

można zauważyć jedynie w przypadku zastosowania izolatów z fasoli szparagowej 

(rys. 24.) co może oznaczać, że komórki wątroby w pewnym stopniu 

wykorzystywały obecne w izolacie kwasy nukleinowe. W przypadku 

deoksyadenozyny (rys. 21) oraz adenozyny (rys. 22) można natomiast 
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zaobserwować, że dodatek tych związków w stężeniu 1000 µM przy 72 h inkubacji 

spowodował znaczne ograniczenie wzrostu komórek do poziomu odpowiednio 

poniżej 70% i 40% kontroli. 

Rys. 21. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych prekursorami DNA przez 6, 24 i 72 h. 
Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 17%. 

Rys. 22. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych prekursorami DNA i RNA przez 6, 24 
i 72 h. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 

12%. 
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Rys. 23. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych mieszaninami prekursorów DNA 
i RNA przez 6, 24 i 72 h. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe 

nie przekraczają 13%. 

Rys. 24. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych kwasami nukleinowymi 
wyizolowanymi z fasoli szparagowej oraz wątroby drobiowej przez 6, 24 i 72 h. Wyniki są średnią 

z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 13%. 

 Zmniejszenie wzrostu w przypadku traktowania wysokimi stężeniami dA/A 

może mieć związek z intensywnym metabolizmem puryn w hepatocytach, 

prowadzącym do powstania kwasu moczowego. W wyniku tego procesu tworzy się 

również nadtlenek wodoru (Jin i in., 2012; Yin i in., 2022), który może przyczyniać 

się do zwiększenia stresu oksydacyjnego w komórkach do poziomu 

cytotoksycznego. Proces powstawania nadtlenku wodoru z prekursorów 

purynowych przedstawiono schematycznie na rys. 25. Słaba rozpuszczalność 

w wodzie deoksyguanozyny oraz guanozyny uniemożliwiła zastosowanie stężenia 

1000 µM w pożywce hodowlanej, przez co niemożliwa była ocena wpływu tych 

związków w takim stężeniu na wzrost komórek. Analizując przemiany 

przedstawione na rys. 25. można spodziewać się, że dodatek dG i G w wysokim 
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stężeniu również spowodowałby obniżenie przeżywalności hepatocytów wskutek 

cytotoksycznego działania H2O2. 

Rys. 25. Metabolizm nukleozydów purynowych prowadzący do powstania kwasu moczowego 
z jednoczesnym utworzeniem nadtlenku wodoru, z uwzględnieniem zmian energii swobodnej Gibbsa 

(ΔG°) przy pH = 7 (na podstawie Van Kreel, 1985; Jin i in., 2012). 

 Wspomnianego efektu zmniejszenia przeżywalności nie zaobserwowano 

natomiast w przypadku linii HT29 (rys. 15 i 17). Powodem może być naturalnie 

większa odporność komórek jelita na wyższe stężenia substancji pochodzenia 

żywieniowego, a więc także nukleozwiązków, z którymi w wyniku spożywania 

pokarmu mają ciągły kontakt. Ponadto, jak podaje Yin i wsp., synteza kwasu 

moczowego zachodzi głównie w wątrobie, a w mniejszym stopniu w jelitach, które 

są natomiast odpowiedzialne za wydalanie ok. jednej trzeciej z puli powstającego 

w organizmie kwasu moczowego (pozostała część usuwana jest przez nerki) (Yin 

i in, 2022). Zaobserwowane różnice we wzroście mogą więc również wiązać się 

z intensywniejszym metabolizmem puryn przez komórki wątroby, a więc 

i większym stresem oksydacyjnym, na który są narażone. 

 Zarówno nukleozydy, będące głównym produktem trawienia kwasów 

nukleinowych obecnych w produktach żywnościowych, jak i wyizolowane z fasoli 

szparagowej i wątroby drobiowej kwasy nukleinowe, poza opisanymi powyżej 

wyjątkami, nie były toksyczne dla komórek układu pokarmowego. Obserwacje te są 

zgodne z oczekiwaniami, gdyż badane związki, jako podstawowe, potencjalnie 

odżywcze składniki obecne we wszystkich niskoprzetworzonych produktach 

żywnościowych, w użytych stężeniach mieszczących się w zakresie możliwym do 
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osiągnięcia w przewodzie pokarmowym po spożyciu posiłku, nie powinny 

wykazywać cytotoksyczności ani w stosunku do komórek jelita grubego, ani 

wątroby. Należy również podkreślić, że badane makromolekuły nie są 

ksenobiotykami, ale naturalnymi produktami metabolizmu w organizmie człowieka, 

tak samo jak lipidy, białka oraz sacharydy. 

 Uzyskane wyniki mogą sugerować, że w warunkach dostępności składników 

odżywczych w pożywce, egzogenne kwasy nukleinowe i ich prekursory nie są 

preferencyjnie wykorzystywane. Może być to związane z samowystarczalnością 

szlaków anabolicznych będących źródłem endogennych kwasów nukleinowych. 

W przeprowadzonym eksperymencie oczekiwano jednak, że komórki reprezentujące 

tkanki przewodu pokarmowego będą aktywnie pobierały dostarczane im egzogenne 

nukleozydy oraz kwasy nukleinowe pochodzenia żywieniowego. Założenie to 

wynikało z powszechnie udokumentowanej zdolności komórek do wbudowywania 

egzogennych prekursorów kwasów nukleinowych, co było wykorzystywane m.in. 

do śledzenia procesu syntezy DNA i RNA. W przypadku DNA było to możliwe 

dzięki absorbowaniu przez komórki trytowanej tymidyny (3H-TdR) (Hu i in., 2002), 

natomiast w przypadku RNA wykorzystywana była znakowana urydyna, m.in.       

5-bromourydyna (BrUrd) (Singha i in., 2021). Na rys 26. przedstawiony został 

przykładowy wykres obrazujący zdolność komórek do inkorporacji znakowanej 

tymidyny odzwierciedlający również ich przeżywalność. Można się było więc 

spodziewać, że obecność egzogennych kwasów nukleinowych i ich składowych 

będzie stymulowała wzrost komórek, ponieważ nie będą one ponosiły kosztów 

produkcji nukleotydów de novo.  

 Wbrew oczekiwaniom, wyniki uzyskane w teście MTT nie wskazały na wpływ 

egzogennych nukleozydów oraz wyizolowanych z fasoli szparagowej i wątroby 

drobiowej kwasów nukleinowych na wzrost komórek układu pokarmowego. Nie 

oznacza to jednak, że komórki nie wykorzystywały dodanych do pożywki 

egzogennych cząsteczek. W przypadku jelita, brak egzogennych puryn i pirymidyn 

pochodzenia żywieniowego aktywuje syntezę de novo kwasów nukleinowych. 

Natomiast obecność pochodzących z żywności puryn zwiększa jednocześnie 

odzysk, jak i katabolizm tych związków w wątrobie (Grimble, 1994). Potwierdza to, 

 99

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


Rys. 26. Przykładowa krzywa wzrostu komórek nowotworowych COLO-205 wyznaczona na 
podstawie stopnia inkorporacji 3H-TdR przez komórki (Griffiths i Sundaram, 2011). 

że pochodzące z diety cząsteczki są wykorzystywane przez komórki układu 

pokarmowego do syntezy własnych kwasów nukleinowych na drodze odzysku, co 

jednocześnie ogranicza aktywność ścieżki syntezy de novo. Stąd też dodane do 

pożywki egzogenne prekursory kwasów nukleinowych nie musiały spowodować 

stymulacji wzrostu komórek, a jedynie zahamowały endogenną biosyntezę tych 

cząsteczek. Wskazuje to także, że w normalnych warunkach komórki dysponują 

szeregiem mechanizmów zapewniających właściwy poziom tych podstawowych 

makromolekuł niezbędnych do przeżycia i prawidłowego funkcjonowania. Należy 

jednak zaznaczyć, że metody zastosowane w niniejszym projekcie doktorskim nie 

pozwoliły na rozróżnienie, w jakim stopniu egzogenne cząsteczki były 

wykorzystywane na drodze odzysku, a w jakiej części synteza DNA de novo była 

źródłem składników budujących kwasy nukleinowe w komórkach. Jeszcze innym 

wyjaśnieniem braku stymulacji wzrostu komórek HT29, CCD 841 CoN i HepG2 

przez egzogenne prekursory kwasów nukleinowych może być ich ograniczone 

wykorzystanie ze względu na ryzyko mutacji. Chemiczna reaktywność puryn 

i pirymidyn stanowi potencjalne zagrożenie ze strony zmodyfikowanych (np. 

utlenionych) zasad azotowych, które mogą być pobierane przez komórki, 

wbudowywane do DNA, i przez to wpływać na ich przeżywalność. Potwierdza to 

m.in. przeciwnowotworowa aktywność 5-fluorouracylu (5-FU), którego celem jest 

syntaza tymidylanowa katalizująca syntezę tymidyno-5’-monofosforanu (TMP). 

Chemoterapeutyczne działanie tego związku wynika więc z jednej strony ze 
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zdolności do blokowania produkcji TMP de novo, ale także z możliwości 

wbudowywania 5-FU w pulę kwasów nukleinowych obecnych w komórkach 

(Longley i in., 2003). Można więc oczekiwać, że ze względów bezpieczeństwa 

komórki pobierają i wykorzystują jedynie część dostępnych, egzogennych 

składowych kwasów nukleinowych. 

 Przeprowadzone badania dowodzą, że dodatek kwasów nukleinowych 

wyizolowanych z produktów żywnościowych oraz pojedynczych nukleozydów i ich 

mieszanin w normalnych warunkach nie stymuluje wzrostu komórek. Jednak 

zdolność do korzystania z egzogennych źródeł cząsteczek budujących ich własne 

kwasy nukleinowe, a w szczególności do pobierania dostępnych w przewodzie 

pokarmowym prekursorów pochodzenia żywieniowego, może być szczególnie 

istotna w warunkach upośledzenia syntezy de novo. Aby potwierdzić tę hipotezę, 

w kolejnym kroku badawczym sprawdzono wpływ nukleozydów oraz 

wyizolowanych z wątroby drobiowej i fasoli szparagowej kwasów nukleinowych na 

wzrost komórek jelita oraz wątroby w warunkach zaburzonej endogennej syntezy 

DNA.  

4.7. Ocena wpływu nukleozydów i ich mieszanin oraz wyizolowanych kwasów 

nukleinowych na wzrost komórek HT29 i HepG2 z zaburzoną syntezą 

replikacyjną DNA 

 Proces syntezy DNA jest niezbędny m.in. do wzrostu i proliferacji komórek. 

Zachodzi on zarówno w czasie replikacji, jak i podczas naprawy uszkodzonego 

DNA. Jak wcześniej wspomniano, oprócz syntezy nukleotydów de novo, komórki są 

zdolne także do odzyskiwania części nukleozydów pochodzących z trawienia 

kwasów nukleinowych w przewodzie pokarmowym (Carver i Walker, 1995). 

W podrozdziale 4.6 omówiono zdolność komórek jelita oraz wątroby do 

wykorzystywania egzogennych nukleozydów i kwasów nukleinowych, czyli tych 

pochodzących z żywności, i wskazano, że nie wpłynęła ona na wzrost komórek 

w normalnych warunkach hodowli. W kolejnym kroku podjęto badania mające na 

celu sprawdzenie, czy w sytuacji zaburzonej syntezy DNA dodatek egzogennych 

kwasów nukleinowych i ich prekursorów będzie miał wpływ na wzrost komórek 

HT29 oraz HepG2. W tym celu również wykorzystano test MTT, ale w warunkach 
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upośledzenia syntezy replikacyjnej DNA. Inhibicję syntezy DNA uzyskano poprzez 

dodanie HU, czynnika blokującego działanie reduktazy rybonukleotydowej (RNR). 

RNR odpowiedzialna jest za redukcję difosforanów rybonukleozydów do 

difosforanów deoksyrybonukleozydów (Kunos i in., 2011). Aktywność tego enzymu 

zapewnia komórce stały dostęp do prekursorów DNA i umożliwia syntezę de novo 

tego biopolimeru. Hamujące działanie HU polega na redukcji wolnego rodnika 

tyrozylowego generowanego w podjednostce katalitycznej enzymu obecnego 

w komórkach ssaków, ale także na bezpośrednim oddziaływaniu na centrum 

żelazowe, co zaburza prawidłowe działanie RNR. Niewystarczająca dostępność 

deoksyrybonukleozydów w komórce powoduje zahamowanie syntezy replikacyjnej 

DNA (Nyholm i in., 1993; Przybyszewski i Kasperczyk, 2006; Singh i Xu, 2016).  

 W przeprowadzonych doświadczeniach do komórek najpierw dodawano HU, po 

czym natychmiast nukleozydy lub wyizolowane z produktów żywnościowych 

kwasy nukleinowe. Komórki następnie inkubowano przez 24 lub 72 h w obecności 

1 mM lub 50 mM HU. Zastosowane w teście 1 mM stężenie oraz 24-godzinny czas 

inkubacji z HU zostały wybrane na podstawie przeglądu literatury (Wadler i in., 

1996; Florensa i in., 2003; Iacomino i in., 2006). Stężenie 50 mM HU oraz 72 h 

inkubacji stanowiły skrajne warunki w stosunku do wartości literaturowych. 

W obecnych badaniach stężenia nukleozydów oraz kwasów nukleinowych 

obejmowały zakres 1-100 µM. Jak opisano w podrozdziale 4.6, są to wartości 

nieprzekraczające stężeń możliwych do uzyskania w przewodzie pokarmowym po 

spożyciu posiłku. Uzyskane wyniki zostały przedstawione w postaci wykresów 

zależności wzrostu komórek od stężenia danego prekursora syntezy DNA oraz czasu 

ekspozycji (rys. 27-32 dla HT29 oraz rys. 33-38 dla HepG2). Przeżywalność 

komórek traktowanych HU oraz nukleozydami lub wyizolowanymi kwasami 

nukleinowymi wyrażono jako % przeżywalności w stosunku do komórek 

kontrolnych traktowanych jedynie wodą. Przerywanymi liniami zaznaczono na 

wykresach poziom przeżywalności komórek traktowanych tylko HU. 
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Rys. 27. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych adenozyną i deoksyadenozyną oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 8%. 

Rys. 28. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych guanozyną i deoksyguanozyną oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 9%. 
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Rys. 29. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych cytydyną i deoksycytydyną oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 8%. 

Rys. 30. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych urydyną i tymidyną oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 10%. 
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Rys. 31. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych mieszaninami nukleozydów oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 10%. 

Rys. 32. Krzywe przeżycia dla komórek HT29 traktowanych kwasami nukleinowymi wyizolowanymi 
z fasoli szparagowej i wątroby drobiowej oraz hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie 
przedstawiają poziom przeżycia komórek traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do 

komórek traktowanych wodą. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia 
standardowe nie przekraczają 10%.  
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 Wyniki uzyskane dla linii HT29 wskazują, że przy niższym stężeniu HU (1 mM) 

i krótszym czasie inkubacji (24 h) dodatek nukleozydów pobudzał w niewielkim 

stopniu wzrost komórek w stosunku do komórek traktowanych jedynie HU. Dla A, 

dA (rys. 27), G, dG (rys. 28), U, T (rys. 30) oraz mieszaniny UAGC (rys. 31) jest to 

stymulacja rzędu 10-15%, natomiast dla C, dC (rys. 29) i mieszaniny TdAdGdC 

(rys. 31) maksymalnie 10%, przy czym nie można zaobserwować zależności 

stężeniowej. Forma dostarczanych nukleozydów nie miała zasadniczego wpływu na 

wzrost komórek; zarówno deoksyrybonukleozydy, jak i rybonukleozydy, wywołały 

porównywalny efekt. Dla czasu inkubacji 72 h i stężenia HU 50 mM przeżywalność 

komórek oscylowała wokół wartości obserwowanej w przypadku komórek 

traktowanych tylko HU i zawierała się w przedziale 30-60% przeżywalności 

komórek kontrolnych traktowanych wodą. HU jest również związkiem 

cytotoksycznym (Singh i Xu, 2016), co może oznaczać, że toksyczne działanie tak 

wysokiego stężenia HU było silniejsze niż możliwości regeneracyjne komórek 

jelita. 

 W przypadku komórek traktowanych HU oraz dodatkiem kwasów 

nukleinowych wyizolowanych z produktów żywnościowych wyniki nie odbiegają 

znacząco od tych omówionych dla nukleozydów. Dla izolatów z fasoli szparagowej 

najwyższe zastosowane stężenie spowodowało stymulację wzrostu komórek na 

poziomie 18,6%, natomiast dla izolatów z wątroby drobiowej była to stymulacja 

rzędu 16,5% dla komórek traktowanych 1 mM HU przez 24 h (rys. 32). Wartości te 

były nieznacznie wyższe niż uzyskane w tych samych warunkach traktowania HU 

dla dG (stymulacja na poziomie 15,4%) (rys. 28). Uzyskane wyniki sugerują, że 

komórki jelita w warunkach upośledzonej syntezy replikacyjnej DNA są w stanie 

w pewnym stopniu pobierać i metabolizować egzogenne nukleozydy i kwasy 

nukleinowe pochodzenia żywieniowego. Co więcej, fragmenty kwasów 

nukleinowych wyizolowane z produktów żywnościowych wydają się być 

wykorzystywane bardziej efektywnie niż pojedyncze nukleozydy. Tkanka jelita 

w warunkach in vivo ma bezpośredni kontakt z oligonukleotydami pochodzącymi 

z trawienia kwasów nukleinowych, a omówione wyniki badań in vitro wydają się 
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potwierdzać, że komórki jelita są zdolne pobierać takie obecne w żywności 

cząsteczki. 

 Podobne obserwacje poczyniono także w przypadku linii HepG2 stanowiącej 

model komórek wątroby. Wątroba jest narządem, do którego kwasy nukleinowe 

pochodzenia żywieniowego docierają przede wszystkim w formie nukleozydów, 

będących końcowymi produktami trawienia DNA i RNA w przewodzie 

pokarmowym. Jak wspomniano we Wstępie (rozdział 4. WYNIKI), to jelito jest 

główną tkanką, która ma bezpośredni kontakt z dłuższymi fragmentami kwasów 

nukleinowych, przy czym pojedyncze doniesienia wskazują, że egzogenne 

fragmenty o długości od kilkudziesięciu do kilkuset par zasad wykrywane są także 

w wątrobie (Chowdhury i in., 2004; El-Sanhoty i in., 2006; Guertler i in., 2008; Ran 

i in., 2009). Można było więc spodziewać się, że to przede wszystkim dodatek 

nukleozydów będzie miał wpływ na wzrost komórek wątroby. Analogicznie do linii 

HT29, w celu upośledzenia replikacyjnej syntezy DNA komórki HepG2 najpierw 

traktowano HU, po czym natychmiast dodawano nukleozydy lub wyizolowane 

z produktów żywnościowych kwasy nukleinowe. Komórki następnie inkubowano 

przez 24 lub 72 h w obecności 1 mM lub 50 mM HU. Wyniki przedstawiono 

w postaci krzywych przeżycia na rys. 33-38. 
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Rys. 33. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych adenozyną i deoksyadenozyną oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 13%. 

Rys. 34. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych guanozyną i deoksyguanozyną oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 12%. 
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Rys. 35. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych cytydyną i deoksycytydyną oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 10%. 

Rys. 36. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych urydyną i tymidyną oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 13%. 
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Rys. 37. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych mieszaninami nukleozydów oraz 
hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek 

traktowanych jedynie hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są 
średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 11%. 

Rys. 38. Krzywe przeżycia dla komórek HepG2 traktowanych kwasami nukleinowymi 
wyizolowanymi z fasoli szparagowej i wątroby drobiowej oraz hydroksymocznikiem przez 24 i 72 h. 

Przerywane linie przedstawiają poziom przeżycia komórek traktowanych jedynie 
hydroksymocznikiem w stosunku do komórek traktowanych wodą. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń 

biologicznych. Odchylenia standardowe nie przekraczają 8%. 
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 Podobnie jak w ludzkim modelu jelita, traktowanie nukleozydami komórek linii 

HepG2 z zaburzoną działaniem HU syntezą replikacyjną DNA wpłynęło na 

pobudzenie ich wzrostu. Efekt ten był szczególnie widoczny w przypadku 

zastosowania 1 mM HU i 24-godzinnej inkubacji. Dla najwyższego stężenia dG był 

to wzrost na poziomie 26,5% (rys. 34), dla dA - 20,6% (rys. 33), natomiast dla dC 

(rys. 35.) i T (rys. 36) powyżej 14%. Ponadto zastosowanie 100 µM stężenia dG 

w obecności 1 mM HU i 24 h inkubacji pozwoliło na osiągnięcie poziomu wzrostu 

odpowiadającego komórkom traktowanym jedynie wodą (rys. 34). Najwyższe 

stężenia dA oraz dG wykazały również działanie stymulujące przy 72 h inkubacji 

z 1 mM HU (ok. 18% wzrost dla dA (rys. 33) oraz 31% dla dG (rys. 34)). 

Zaobserwowany wzrost przeżywalności wywołany dodatkiem pojedynczych 

deoksyrybonukleozydów był większy niż ten uzyskany dla komórek linii HT29. Dla 

stężenia HU 50 mM i 24 h inkubacji dodatek deoksyrybonukleozydów działał 

stymulująco, natomiast przy inkubacji 72-godzinnej, tak jak w przypadku komórek 

jelita, nie zaobserwowano zmian w stosunku do komórek traktowanych jedynie HU. 

Może to oznaczać, że cytotoksyczne działanie tak wysokiego stężenia HU jest 

silniejsze, niż zdolności regeneracyjne komórek wątroby. Zastosowanie A (rys. 33), 

G (rys. 34), C (rys. 35) i U (rys. 36) przy stężeniu HU 1 mM i 24-godzinnej 

inkubacji spowodowało pobudzenie wzrostu komórek rzędu 9-15%. W przypadku 

zastosowania mieszanin nukleozydów wzrost komórek utrzymywał się na poziomie 

wzrostu komórek traktowanych HU, niezależnie od stężenia (rys. 37). 

W przeciwieństwie do komórek jelita, traktowanie kwasami nukleinowymi 

wyizolowanymi z produktów żywnościowych nie miało znaczącego wpływu na 

wzrost komórek HepG2 (rys. 38). Warto również zaznaczyć, że wrażliwość 

komórek HT29 oraz HepG2 na HU była zbliżona. Przy zastosowaniu stężenia 1 mM 

oraz czasu inkubacji 24 h przeżywalność względem komórek traktowanych wodą 

wynosiła ok. 75%, natomiast przy 72 h - ok. 46%. Zastosowanie 50 mM przez 72 h 

doprowadziło do spadku przeżywalności do poziomu ok. 36%. Różnice 

w odpowiedzi na HU widoczne są natomiast przy stężeniu 50 mM i czasie inkubacji 

24 h, gdzie przeżywalność komórek HT29 wynosiła ok. 54%, natomiast HepG2 - 

66%. 
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 Uzyskane wyniki wskazują, że komórki wątroby w warunkach upośledzonej 

syntezy DNA są w stanie pobierać i metabolizować egzogenne nukleozydy 

w większym stopniu niż komórki jelita. Ponieważ, jak wcześniej wspomniano, 

dodatek HU wpływa na zahamowanie działania RNR, należałoby spodziewać się, że 

komórki będą zmuszone do wykorzystywania w większym stopniu egzogennych 

deoksyrybonukleozydów. W przypadku linii HepG2 można zaobserwować, że 

rzeczywiście dodatek deoksyrybonukleozydów silniej pobudzał wzrost hepatocytów 

niż obecność rybonukleozydów. Co więcej, wpływ pojedynczych nukleozydów na 

wzrost komórek był zdecydowanie silniejszy niż obserwowany w przypadku 

zastosowania mieszanin oraz izolatów kwasów nukleinowych. Potwierdza to, że 

pojedyncze nukleozydy, w przeciwieństwie do długołańcuchowych fragmentów 

kwasów nukleinowych, są formą preferencyjnie wykorzystywaną przez komórki 

wątroby. Ponieważ HU jest nie tylko inhibitorem RNR, ale także czynnikiem 

cytotoksycznym (Singh i Xu, 2016), jego obecność prawdopodobnie zmusza 

komórki wątroby do zwiększonej aktywności regeneracyjnej, a tym samym pobudza 

je do korzystania z egzogennych źródeł nukleozydów. 

 Wątroba może absorbować nukleozydy pochodzące z trawienia kwasów 

nukleinowych z wykorzystaniem dwóch rodzajów transporterów, tj. CNTs i ENTs, 

podczas gdy komórki jelita posiadają jedynie transportery CNTs w błonie mającej 

bezpośredni kontakt z trawionym pokarmem (Young i in., 2013). Być może dzięki 

temu hepatocyty są w stanie bardziej precyzyjnie regulować wychwyt omawianych 

cząsteczek. Ponieważ wspomniane transportery są zdolne do przenoszenia 

pojedynczych nukleozydów, brak wpływu mieszanin tych związków na wzrost 

komórek może wskazywać, że cząsteczki te oddziaływały ze sobą w sposób 

utrudniający ich absorpcję. Wątroba jest głównym narządem odpowiedzialnym za 

metabolizm komponentów kwasów nukleinowych w organizmie oraz dostarczanie 

prekursorów kwasów nukleinowych do organów z niedoborem szlaków biosyntezy 

de novo, co może uzasadniać jej lepsze zdolności do wychwytywania 

i wykorzystywania pojedynczych nukleozydów pochodzących z trawienia kwasów 

nukleinowych obecnych w żywności.  
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 Wyniki uzyskane zarówno dla komórek traktowanych jak i nietraktowanych HU 

zostały zebrane i przedstawione liczbowo w postaci tzw. indeksów przeżywalności 

(rys. 39). Indeks przeżywalności definiuje się jako suma pól powierzchni pod 

krzywymi przeżycia. Zaprezentowane w ten sposób dane pozwalają na ilościowe 

porównanie wpływu dodatku nukleozydów oraz wyizolowanych z produktów 

żywnościowych kwasów nukleinowych na wzrost komórek sumarycznie dla całego 

zakresu przebadanych stężeń i czasów inkubacji. 

Rys. 39. Indeksy przeżywalności obliczone na podstawie krzywych przeżycia wyznaczonych dla 
komórek HT29 i HepG2 traktowanych nukleozydami oraz wyizolowanymi kwasami nukleinowymi 

w zakresie stężeń od 0 do 100 µM. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Różne litery 
wskazują na istotne statystycznie różnice pomiędzy poszczególnymi próbkami wyznaczone za 
pomocą jednokierunkowej analizy wariancji (one way ANOVA) z testem Tukey’a (p < 0,05). 

 Przedstawione wyniki wskazują, że dodatek pojedynczych nukleozydów, ich 

mieszanin oraz izolatów kwasów nukleinowych w stężeniach 0-100 µM zasadniczo 

nie wpłynął na wzrost komórek jelita oraz wątroby w warunkach niezaburzonej 

syntezy replikacyjnej DNA (bez HU). Można zauważyć, że w przypadku linii HT29, 

dodatek kwasów nukleinowych, niezależnie czy wyizolowanych z fasoli 

szparagowej czy wątroby drobiowej, wpłynął najwyraźniej na zwiększenie 

przeżywalności w porównaniu do komórek traktowanych pojedynczymi 

nukleozydami osiągając istotność statystyczną w przypadku zastosowania 50 mM 

HU. Natomiast stymulacja wzrostu widoczna jest zarówno w obecności 1 mM, jak 

i 50 mM HU. Jednak nie tylko dodatek izolatów kwasów nukleinowych, ale 

także nukleozydów, stymulował wzrost komórek jelita traktowanych równolegle 
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1 mM HU, co widoczne jest na omówionych wcześniej rysunkach 

przedstawiających krzywe przeżycia (rys. 27-32). W przypadku linii HepG2 można 

zaobserwować odwrotny efekt, tzn. głównie dodatek nukleozydów wpłynął na 

wzrost przeżywalności hepatocytów w obecności HU. Można powiedzieć, że 

uzyskane wyniki potwierdzają zdolność komórek jelita, naturalnie będących 

w bezpośrednim kontakcie z trawionym pokarmem, do wykorzystywania nawet 

dłuższych fragmentów egzogennych kwasów nukleinowych. Natomiast komórki 

wątroby, do których trafiają przede wszystkim strawione kwasy nukleinowe 

w formie nukleozydów, w warunkach upośledzonej syntezy replikacyjnej DNA mają 

zdolność efektywnego wykorzystywania właśnie tych cząsteczek. Uzyskane wyniki 

wykazały wpływ pokarmowych kwasów nukleinowych i ich prekursorów na wzrost 

komórek HT29 oraz HepG2, co potwierdziło wstępne założenia dotyczące zdolności 

wykorzystywania tych cząsteczek przez komórki układu pokarmowego w sytuacji 

zaburzonej syntezy replikacyjnej DNA. 

4.8. Ocena wpływu nukleozydów i ich mieszanin oraz wyizolowanych kwasów 

nukleinowych na zdolność naprawy DNA komórek HT29 z zaburzoną syntezą 

naprawczą DNA 

 Synteza DNA w komórce jest niezbędna nie tylko w czasie replikacji, ale także 

podczas naprawy uszkodzeń DNA. Jak udowodniono w omówionych wcześniej 

badaniach, komórki są w stanie korzystać z pochodzących z żywności kwasów 

nukleinowych i/lub ich pochodnych, można się było więc spodziewać, że te 

egzogenne cząsteczki będą miały wpływ także na proces naprawy DNA. Aby 

sprawdzić zdolność komórek jelita do wykorzystywania egzogennych kwasów 

nukleinowych oraz nukleozydów do naprawy własnego DNA przeprowadzono test 

kometowy, podczas którego dodatkowo uszkodzono materiał genetyczny komórek 

poprzez narażenie ich na działanie czynnika genotoksycznego (H2O2). W teście 

kometowym miarą fragmentacji DNA jest stosunek intensywności fluorescencji 

ogona, w którym znajduje się pofragmentowany DNA, do głowy komety, 

zawierającej DNA niepofragmentowany. Oczekiwano więc, że obecność 

egzogennych kwasów nukleinowych i ich pochodnych wpłynie na zmniejszenie 

zawartości DNA w ogonach komet. Badania przeprowadzone z zastosowaniem testu 

 114

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


MTT wykazały, że wpływ kwasów nukleinowych na wzrost komórek był widoczny 

dopiero w warunkach zburzenia ich metabolizmu działaniem HU. W związku z tym 

w teście kometowym postanowiono zaburzyć syntezę naprawczą DNA poprzez 

dodatek kofeiny, która jest inhibitorem tego procesu (Sabisz i Składanowski, 2008), 

aby zwiększyć czułość testu i sprawdzić, czy w takich warunkach komórki będą 

zdolne do wykorzystywania kwasów nukleinowych pochodzenia żywieniowego. 

Uzyskane wyniki zostały przedstawione w postaci wykresów zależności stopnia 

fragmentacji DNA komórek traktowanych różnymi stężeniami badanych związków, 

kofeiną i nadtlenkiem wodoru w stosunku do komórek kontrolnych traktowanych 

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

Rys. 40. Wyniki testu kometowego dla komórek linii HT29 wyrażone jako stopień fragmentacji DNA 
komórek traktowanych deoksyrybonukleozydami, kofeiną i nadtlenkiem wodoru w stosunku do 

komórek kontrolnych traktowanych kofeiną oraz nadtlenkiem wodoru. Wyniki są średnią 
z 3 powtórzeń biologicznych. Analiza statystyczna przeprowadzona za pomocą jednokierunkowej 

analizy wariancji (one way ANOVA) z testem Dunnetta nie wykazała istotnych statystycznie różnic 
na poziomie p < 0,05. 
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Rys. 41. Wyniki testu kometowego dla komórek linii HT29 wyrażone jako stopień fragmentacji DNA 
komórek traktowanych rybonukleozydami, kofeiną i nadtlenkiem wodoru w stosunku do komórek 

kontrolnych traktowanych kofeiną oraz nadtlenkiem wodoru. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń 
biologicznych. Analiza statystyczna przeprowadzona za pomocą jednokierunkowej analizy wariancji 

(one way ANOVA) z testem Dunnetta nie wykazała istotnych statystycznie różnic na poziomie 
p < 0,05. 

Rys. 42. Wyniki testu kometowego dla komórek linii HT29 wyrażone jako stopień fragmentacji DNA 
komórek traktowanych mieszaninami nukleozydów lub izolatami kwasów nukleinowych, kofeiną 

i nadtlenkiem wodoru w stosunku do komórek kontrolnych traktowanych kofeiną oraz nadtlenkiem 
wodoru. Wyniki są średnią z 3 powtórzeń biologicznych. Analiza statystyczna przeprowadzona za 
pomocą jednokierunkowej analizy wariancji (one way ANOVA) z testem Dunnetta nie wykazała 

istotnych statystycznie różnic na poziomie p < 0,05. 
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 Wyniki testu kometowego przeprowadzonego na komórkach linii HT29 

traktowanych nadtlenkiem wodoru i kofeiną wskazują na brak statystycznie 

istotnego wpływu nukleozydów oraz wyizolowanych z produktów żywnościowych 

kwasów nukleinowych na stopień fragmentacji DNA komórek. Z jednej strony 

uzyskane wyniki mogłyby wskazywać, że komórki jelita nie korzystały 

z dostarczanych im egzogennych kwasów nukleinowych albo stężenie H2O2 i/lub 

kofeiny było zbyt wysokie dla skutecznej naprawy wywołanych uszkodzeń. 

W przypadku wszystkich badanych związków można jednak zaobserwować 

powtarzający się trend przeciwny do postawionych założeń, tj. stopień fragmentacji 

DNA wydaje się być nieco wyższy niż w komórkach kontrolnych, niezależnie od 

stężenia oraz formy dostarczanych kwasów nukleinowych. Może to oznaczać, że 

obecność egzogennych nukleozydów oraz kwasów nukleinowych stymulowała 

komórki do rozpoczęcia naprawy uszkodzonego DNA. Taki wniosek wynika 

z mechanizmów procesów naprawy, podczas których początkowym etapem jest 

usunięcie uszkodzonych zasad azotowych lub nukleotydów poprzez rozcięcie 

łańcucha polinukleotydowego w miejscu uszkodzenia (Chatterjee i Walker, 2017). 

Powoduje to tymczasowe pęknięcie łańcucha fosforanowocukrowego, szczególnie 

w warunkach wysokiego pH na etapie rozwijania chromatyny w teście kometowym, 

co zwiększy zawartość DNA w ogonie. Obserwowany efekt mógłby być więc 

wynikiem inicjacji procesów naprawczych, które doprowadziły do powstania 

większej ilości fragmentów DNA w komórkach traktowanych H2O2. Jednym 

z powodów zatrzymania naprawy na etapie rozcięcia nici polinukleotydowej może 

być zbyt krótki czas inkubacji komórek z badanymi związkami. Wskazywałoby to 

na konieczność przeprowadzenia szeregu eksperymentów uwzględniających różne 

czasy inkubacji, co mogłoby pozwolić na określenie czasu niezbędnego do naprawy 

DNA przez komórki w przyjętych warunkach doświadczenia.  

 Innym wytłumaczeniem, którego rozważenie sugerują doniesienia literaturowe 

(Sabisz i Skladanowski, 2008), jest działanie kofeiny na procesy naprawcze. 

Wykazano, że związek ten może wpływać na naprawę DNA na różnych 

płaszczyznach, m.in. zaburzać proces rekombinacji homologicznej czy inaktywować 

kinazy ATM/ATR (ataxia telangiectasia mutated/ ataxia telangiectasia and      
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Rad3-related protein), które są odpowiedzialne za aktywację punktów kontrolnych 

w cyklu komórkowym wywołanych uszkodzeniami DNA. Kofeina jest także zdolna 

do bezpośredniej interkalacji w DNA, a jej powinowactwo jest większe do 

uszkodzonych regionów, co potencjalnie może prowadzić do zakłóceń w naprawie 

poprzez maskowanie uszkodzonych miejsc lub wadliwe rozpoznawanie uszkodzeń 

DNA przez białka zaangażowane w naprawę (Sabisz i Skladanowski, 2008; Chung 

2021). Prawdopodobne jest więc, że wielokierunkowe działanie kofeiny mogło 

zaburzać wspomniany proces na różnych etapach, a tym samym jej obecność 

utrudniała prawidłowe zakończenie naprawy DNA w komórkach. Najnowsze 

badania przeprowadzone przez Diehla i wsp. dostarczają danych pozwalających na 

jeszcze inne wytłumaczenie zaobserwowanych zmian w stopniu fragmentacji 

komórkowego DNA. Autorzy wykazali, że inhibicja działania wspomnianej 

wcześniej kinazy ATR inhibitorem AZ20 wpływa na zwiększenie śmierci komórek 

po traktowaniu ich guaniną oraz zwiększa wrażliwość na obecność innych 

egzogennych prekursorów nukleotydów, tj. adeniny, deoksyadenozyny oraz 

tymidyny. Wskazuje to, że zaburzenie puli dostępnych pochodnych kwasów 

nukleinowych może powodować stres replikacyjny, a aktywność wspomnianej 

wcześniej kinazy ATR jest niezbędna do przetrwania braku równowagi 

nukleotydowej (Diehl i in., 2022). W świetle przytoczonych badań uzyskane przeze 

mnie wyniki mogą wskazywać, że obecność kofeiny, również będącej inhibitorem 

kinazy ATR, mogła wpłynąć na zaobserwowany efekt zwiększenia stopnia 

fragmentacji DNA w komórkach traktowanych kwasami nukleinowymi oraz ich 

prekursorami. Przeprowadzony test kometowy nie pozwolił na wyciągnięcie 

jednoznacznych wniosków dotyczących zdolności komórek modelowych jelita do 

wykorzystywania pokarmowych kwasów nukleinowych i ich pochodnych 

w syntezie naprawczej DNA, przynajmniej w systemie zawierającym kofeinę. 

W świetle wspomnianych, ostatnio opublikowanych obserwacji, zasadne wydaje się 

przeprowadzenie dodatkowych badań, tj. testu kometowego bez kofeiny oraz 

uwzględniającego różne czasy inkubacji komórek z kwasami nukleinowymi i ich 

prekursorami, oraz zastosowanie innych technik pozwalających na dokładniejsze 

śledzenie procesu naprawy. Jednym z takich testów jest UDS (unscheduled DNA 
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synthesis), który umożliwia badanie naprawy DNA według mechanizmu wycinania 

nukleotydów (NER - nucleotide excision repair) i ilościową ocenę wbudowywania 

znakowanych nukleozydów (Kelly i Latmier, 2005). Wyniki uzyskane w teście 

kometowym przeprowadzonym z dodatkiem kofeiny wydają się natomiast 

potwierdzać, że dodatek egzogennych kwasów nukleinowych i ich prekursorów 

w sytuacji zaburzenia mechanizmów naprawy DNA wpływa na zwiększenie stopnia 

fragmentacji materiału genetycznego komórek.  
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5. PODSUMOWANIE 

 Kwasy nukleinowe należą do podstawowych składników każdej komórki. 

Składające się z nukleotydów DNA i RNA, najlepiej znane ze swojego udziału 

w procesie kodowania i syntezy białek, są także zaangażowane w regulację wielu 

procesów metabolicznych niezbędnych do prawidłowego funkcjonowania 

organizmu. Badania naukowe dotyczące kwasów nukleinowych skupiają się przede 

wszystkim na ich roli genetycznej. Jednakże cząsteczki te, tak samo jak lipidy, 

białka czy sacharydy, są nieodłącznymi składnikami żywności. Pomimo tego 

badania nad ich rolą odżywczą są ograniczone. Doniesienia literaturowe skupiają się 

przede wszystkim na możliwości uzupełniania diety kwasami nukleinowymi 

zwierząt hodowlanych w celu poprawy ich dobrostanu, wzbogacaniu nukleotydami 

mieszanek dla niemowląt, a w ostatnich latach także na możliwości suplementacji 

sportowców wspomnianymi cząsteczkami. Coraz większym zainteresowaniem 

cieszą się także niekodujące, regulatorowe cząsteczki miRNA, które występują 

w szczególnie dużej ilości i zróżnicowaniu w mleku kobiecym. Chociaż kwasy 

nukleinowe są obecne we wszystkich produktach żywnościowych, zarówno 

roślinnych, jak i zwierzęcych, w tym także przetworzonych i poddanych obróbce 

kulinarnej, ich zawartość nie jest uwzględniana w tabelach wartości odżywczych ani 

w zaleceniach żywieniowych.  

 Celem niniejszej pracy doktorskiej było zbadanie wpływu pokarmowych 

kwasów nukleinowych oraz ich pochodnych na wzrost i zdolność naprawy 

uszkodzeń DNA komórek ludzkiego układu pokarmowego dla wybranych 

produktów żywnościowych reprezentujących odmienne królestwa i różniących się 

zawartością oraz jakością obecnych w nich kwasów nukleinowych. 

 Część eksperymentalna została podzielona na dwa bloki badawcze. W części 

analitycznej wykorzystano produkty pochodzenia zwierzęcego, tj. udo, pierś 

i wątrobę drobiową, produkty pochodzenia roślinnego, tj. fasolę szparagową, seler 

naciowy, kalarepę i ziemniaka, oraz przedstawiciela grzybów, tj. pieczarkę. 

Za pomocą techniki bloczków parafinowych przygotowano preparaty 

mikroskopowe badanych produktów, które po wybarwieniu pozwoliły na 

wizualizację jąder komórkowych w produktach zwierzęcych i nasionach fasoli 
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szparagowej, a w przypadku zastosowania fluorochromu SYBR Green także 

w pieczarce. Uzyskane wyniki ujawniły różnice w rozmieszczeniu, wielkości oraz 

ilości jąder komórkowych w badanych produktach. Dodatkowo, zastosowanie 

alternatywnej metody z wykorzystaniem kriostatu pozwoliło na skrócenie procedury 

otrzymywania skrawków tkanek niezbędnych do przygotowania preparatów 

mikroskopowych oraz umożliwiło pominięcie etapu utrwalania próbek. Test 

kometowy pozwolił na ocenę stopnia fragmentacji DNA znajdującego się w jądrach 

komórkowych badanych produktów żywnościowych. Produkty roślinne 

charakteryzowały się mniej pofragmentowanym DNA niż produkty zwierzęce. 

Największe różnice były widoczne pomiędzy wysokocząsteczkowym materiałem 

genetycznym fasoli szparagowej a pofragmentowanym do rozmiaru 

nukleosomalnego DNA wątroby drobiowej. Przeprowadzona w kolejnym kroku 

izolacja kwasów nukleinowych komercyjnymi zestawami charakteryzowała się 

niższą wydajnością niż ekstrakcja z zastosowaniem rozpuszczalników organicznych. 

Profile fragmentacji kwasów nukleinowych otrzymane z zastosowaniem 

elektroforezy agarozowej ujawniły obecność głównie długich fragmentów powyżej 

10 000 pz w nasionach fasoli, natomiast wątroba drobiowa charakteryzowała się 

zawartością większej ilości krótkich fragmentów polinukleotydowych o długości ok. 

200 pz. Wykazano także, że wpływ na fragmentację kwasów nukleinowych miała 

zastosowana metoda izolacji. Pomiar stężenia kwasów nukleinowych w uzyskanych 

izolatach wskazał na wyższą zawartość omawianych cząsteczek w wątrobie 

w porównaniu do nasion fasoli szparagowej. Na podstawie uzyskanych wyników do 

dalszych badań wybrano jeden produkt żywnościowych pochodzący z królestwa 

roślin, tj. fasolę szparagową, która różniła się istotnie zawartością oraz jakością 

kwasów nukleinowych w stosunku do drugiego wybranego produktu, tj. wątroby 

drobiowej, reprezentującej produkty pochodzenia zwierzęcego.  

 W części biologicznej jako materiał badawczy wykorzystano oprócz 

wyizolowanych z produktów żywnościowych kwasów nukleinowych także 

pojedyncze nukleozydy, jako cząsteczki reprezentujące końcowe produkty trawienia 

kwasów nukleinowych w przewodzie pokarmowym. Testy in vitro przeprowadzono 

na komórkach linii ludzkiego układu pokarmowego, tj. HT29 (komórki gruczolaka 
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jelita grubego), CCD 841 CoN (prawidłowe komórki jelita grubego) oraz HepG2 

(komórki raka wątrobowokomórkowego). Wyniki uzyskane w teście MTT 

wykazały, że w warunkach niezaburzonego procesu syntezy DNA ani dodatek 

kwasów nukleinowych, ani pojedynczych nukleozydów, nie wpłynął na wzrost 

komórek. Nie oznacza to jednak, że badane składniki produktów żywnościowych 

nie były wykorzystywane przez komórki układu pokarmowego. Jak podaje 

literatura, brak egzogennych puryn i pirymidyn pochodzenia żywieniowego 

aktywuje syntezę de novo kwasów nukleinowych w jelicie, natomiast obecność 

pochodzących z żywności puryn zwiększa jednocześnie odzysk, jak i katabolizm 

tych związków w wątrobie (Grimble, 1994). Może to wskazywać, że komórki 

badanych linii wykorzystywały dostarczane im kwasy nukleinowe na drodze 

odzysku, blokując jednocześnie biosyntezę de novo, czego jednak nie było można 

prześledzić za pomocą zastosowanej metody. Aby sprawdzić wpływ badanych 

związków na wzrost komórek w warunkach zaburzonej syntezy replikacyjnej DNA 

przeprowadzono test MTT z dodatkiem hydroksymocznika, który jest inhibitorem 

reduktazy rybonukleotydowej, Uzyskane wyniki potwierdziły zdolność komórek do 

wykorzystywania egzogennych kwasów nukleinowych, co było widoczne w postaci 

pobudzenia wzrostu w stosunku do komórek kontrolnych traktowanych jedynie 

hydroksymocznikiem. Zaobserwowano, że komórki linii HT29 wykorzystują 

preferencyjnie obecność długołańcuchowych kwasów nukleinowych, niezależnie, 

czy były to dłuższe cząsteczki wyizolowane z fasoli szparagowej, czy krótkie 

fragmenty pochodzące z wątroby drobiowej. Wzrost komórek HepG2 był natomiast 

silniej stymulowany przez pojedyncze nukleozydy. Uzasadnić można to faktem, że 

w warunkach in vivo tkanka jelita ma kontakt zarówno z krótszymi, jaki i długimi 

łańcuchami polinukleotydowymi pochodzącymi z trawienia kwasów nukleinowych 

w przewodzie pokarmowym, podczas gdy do wątroby opisywane cząsteczki trafiają 

przede wszystkim w formie pojedynczych nukleozydów.  

 Ostatnim etapem badań było sprawdzenie zdolności komórek HT29 do 

wykorzystywania egzogennych kwasów nukleinowych w syntezie naprawczej 

DNA. Komórki poddano działaniu czynnika genotoksycznego, tj. nadtlenku 

wodoru, a dodatkowo zastosowano kofeinę będącą inhibitorem procesu naprawy 
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DNA. Naprawę uszkodzeń komórkowego DNA śledzono przy pomocy testu 

kometowego. Uzyskane wyniki pokazały, że obecność badanych związków nie 

wpłynęła na zmniejszenie fragmentacji DNA komórek HT29 wywołanej H2O2 

w obecności kofeiny. Co więcej, zaobserwowano powtarzający się trend sugerujący, 

że stopień fragmentacji DNA był nieco wyższy niż w komórkach kontrolnych. 

W świetle ostatnich badań (Diehl i in., 2022) zaobserwowany efekt można 

wytłumaczyć prawdopodobnym powstaniem stresu replikacyjnego w wyniku 

zaburzenia puli dostępnych prekursorów kwasów nukleinowych. Aktywność kinazy 

ATR w komórkach jest niezbędna do przetrwania stresu replikacyjnego, natomiast 

w warunkach eksperymentu działanie wspomnianej kinazy zaburzono dodatkiem 

kofeiny. Mogło to dodatkowo zahamować syntezę DNA i przyczynić się do 

obserwowanego wzrost stopnia fragmentacji DNA w stosunku do komórek 

kontrolnych. Uzyskane wyniki wskazują, że w celu określenia zdolności 

wykorzystania pokarmowych kwasów nukleinowych w syntezie naprawczej DNA 

przez komórki układu pokarmowego należałoby dobrać inne warunki eksperymentu 

lub zastosować odmienne techniki badawcze.  

 Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej potwierdziły 

obecność kwasów nukleinowych (w postaci jąder komórkowych) w produktach 

żywnościowych różnego pochodzenia oraz wykazały, że produkty te różnią się 

zawartością oraz stopniem fragmentacji znajdujących się w nich kwasów 

nukleinowych. Omówione wyniki dowiodły również, że komórki zastosowane jako 

modele ludzkiego układu pokarmowego były zdolne do wykorzystywania 

pokarmowych kwasów nukleinowych oraz ich prekursorów w sytuacji zaburzonej 

syntezy replikacyjnej DNA. Uzyskane wyniki dowodzą powszechności kwasów 

nukleinowych w produktach żywnościowych i wskazują, że cząsteczki te nie są 

obojętne dla ludzkiego układu pokarmowego. Potwierdza to konieczność dalszych 

badań nad tymi makromolekułami i wskazuje na potrzebę weryfikacji 

dotychczasowego sposobu postrzegania kwasów nukleinowych, które są nie tylko 

nośnikami informacji genetycznej, ale także potencjalnie odżywczymi składnikami 

żywności.  
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