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Streszczenie

» Cytotoksycznosé stigmasterolu, estrow stigmasterolu i produktow
ich termiczno-oksydacyjnej degradacji w badaniach in vitro”

Stigmasterol i1 estry stigmasterolu z kwasami tluszczowymi sa stosowane jako
funkcjonalne dodatki do produktow spozywczych obnizajagcych poziom cholesterolu
catkowitego i jego frakcji LDL (low-density lipoprotein) we krwi. Badania naukowe wykazaty,
ze oprocz dziatania przeciwhipercholesterolemicznego, stigmasterol posiada rowniez szereg
innych wlasciwosci prozdrowotnych istotnych dla prewencji i wspomagania terapii wielu
choréb. Zywnoéé wzbogacona w stigmasterol moze by¢ przeznaczona do spozycia
bezposredniego lub po obrdbce termicznej, obejmujacej gotowanie, pieczenie, czy smazenie.
Podczas dlugoterminowego przechowywania 1 obrobki wysokotemperaturowej dochodzi
do tworzenia produktow degradacji i oksypochodnych stigmasterolu o potencjalnie
niekorzystnym dziataniu na organizm czlowieka, zwigkszajacym ryzyko miazdzycy i chorob
sercowo-naczyniowych czy choréb nowotworowych.

W ramach pracy dokonano identyfikacji 1 iloSciowego oznaczenia produktow
termiczno-oksydacyjnych przemian stigmasterolu oraz jego estrow z kwasem linolowym
i oleinowym. W badaniach in vitro oceniono poziom ich cytotoksycznos$ci i genotoksycznosci
dla ludzkich prawidtowych komorek uktadu pokarmowego. Oznaczono roéwniez potencjat
mutagenny 1 promutagenny analizowanych zwiazkdw z zastosowaniem zmutowanych
szczepOw bakterii Salmonella enterica subsp. enterica ser. typhimurium i enzymoéow frakcji
mikrosomalnej. Analizowano rowniez wplyw stigmasterolu, estréw stigmasterolu i ich
pochodnych generowanych podczas obrobki termiczno-oksydacyjnej na integralno$é
i funkcjonalno$¢ bariery jelitowe;j in vitro.

Na podstawie przeprowadzonych analiz chemicznych stwierdzono, ze warunki obrobki
termicznej zwigzkow  determinujg  ilos¢  generowanych  produktow  degradacji
oraz oksypochodnych stigmasterolu. Udowodniono, Ze estry stigmasterolu sg bardziej stabilne
niz wolny stigmasterol podczas ogrzewania w temperaturze 60 °C (12 h) i 180 °C (8 h),
a stopien nienasycenia tancucha weglowego kwasu tluszczowego ma istotny wplyw na
produkcje pochodnych przemian termiczno-oksydacyjnych.

Wyniki analiz biologicznych wykazaly, Ze estry stigmasterolu charakteryzuja
si¢ znacznie mniejsza cytotoksyczno$cig dla komodrek nabtonka jelita cienkiego i grubego

oraz watroby niz wolny stigmasterol. Estry stigmasterolu i pochodne ich przemian termiczno-
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oksydacyjnych stosowane w niskich, fizjologicznie realnych, dawkach (<40 ug/ml) nie
wywotywaty efektow cytotoksycznych w komoérkach uktadu pokarmowego. Natomiast wolny
stigmasterol hamowat proliferacje komorek poprzez supresje syntezy DNA, zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie G2/M oraz kierowanie komorek na zalezny od kaspaz szlak apoptozy.
Ogrzewanie w temperaturze 180 °C powodowalo obnizenie potencjalu cytotoksycznego
stigmasterolu, co byto zwigzane z degradacjg czasteczki stigmasterolu. Negatywnym efektem
ogrzewania stigmasterolu bylo zwigkszenie jego reaktywnos$ci oksydacyjnej, przejawiajacej
si¢ w indukcji nadprodukcji reaktywnych form tlenu w komorkach. Podobng aktywnos$cia
pro-oksydacyjng charakteryzowat si¢ réwniez ogrzewany linolan stigmasterolu. Niezaleznie
od warunkow obrobki termicznej, stigmasterol 1 estry stigmasterolu nie dziataty
genotoksycznie, mutagennie czy promutagennie.

W badaniach przeprowadzonych na modelu nabtonka jelitowego wykazano,
ze stigmasterol moze naruszaé integralnos¢ bariery jelitowej, powodowaé rozszczelnienie
polaczen migdzykomodrkowych i1 zwigkszac jej przesigkliwos¢. Chroniczne narazenie nablonka
jelitowego na linolan stigmasterolu moze prowadzi¢ do zaburzenia jego integralnosci
i ostabienia ekspresji genow kodujacych biatkowe sktadniki polaczen miedzykomorkowych
w nablonku. W przeciwienstwie do linolanu, oleinian stigmasterolu nie wptywat negatywnie
na integralno$¢ 1 funkcjonalno$¢ bariery jelitowej. Badania dowiodly, Ze sposrod
analizowanych zwiazkéw, oleinian stigmasterolu charakteryzuje si¢ najwyzsza stabilno$cia
podczas ogrzewania i jest najbardziej bezpieczny pod wzgledem toksykologicznym
dla komérek uktadu pokarmowego.

Uzyskane dane sugeruja, ze stigmasterol i zwiazki stigmasterolu oraz produkty
ich przemian termiczno-oksydacyjnych moga wywotywac niekorzystne efekty zdrowotne.
Nalezy podkresli¢, ze badania nad bezpieczenstwem i aktywnoscig biologiczng tych zwigzkow
powinny by¢ kontynuowane 1 rozszerzane o zastosowanie zaawansowanych modeli
doswiadczalnych, obejmujacych modele tkankowe i organotypowe in vitro oraz modele

zwierzece in Vivo.

Praca doktorska zostata wykonana w ramach projektu nr 2015/17/B/NZ9/01535 w konkursie
OPUS 9 finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki w latach 2016 - 2020.



Summary

,» Cytotoxicity of stigmasterol, stigmasterol esters and their thermo-oxidative degradation
products in in vitro studies”

Stigmasterol and stigmasterol esters with fatty acids are used as functional additives
to food products, which lower the level of total cholesterol and its LDL (low-density
lipoprotein) fraction in blood. Scientific research has shown that, in addition
to its antihypercholesterolemic effect, stigmasterol also has numerous other health-promoting
properties important for the prevention and support of the therapy of many diseases. The food
enriched with stigmasterol can be intended for direct consumption or after thermal treatment,
including cooking, baking, or frying. During the long-term storage and high-temperature
processing, degradation products and oxyderivatives of stigmasterol are formed, which have
a potentially adverse effect on the human body, including an increased risk of atherosclerosis,
cardiovascular diseases, and cancer.

As part of the work, the products of thermal-oxidative transformations of stigmasterol
and its esters with linoleic and oleic acid were identified and quantitatively determined. In vitro
studies assessed the level of their cytotoxicity and genotoxicity to normal human digestive
system cells. The mutagenic and promutagenic potential of the analyzed compounds was also
determined using mutant bacterial strains of Salmonella enterica subsp. enterica ser.
typhimurium and enzymes of the microsomal fraction. The influence of stigmasterol,
stigmasterol esters and their derivatives generated during thermal-oxidative treatment
on the integrity and functionality of the intestinal barrier in vitro was also analyzed.

Based on the chemical analysis, it was found that the conditions of thermal treatment
of compounds determine the amount of generated degradation products and oxidative
derivatives of stigmasterol. It has been proven that stigmasterol esters are more stable than free
stigmasterol when heated at 60 °C (12 h) and 180 °C (8 h), and the degree of unsaturation
of the fatty acid carbon chain has a significant impact on the production of derivatives of
thermal-oxidative ester transformations.

The results of biological analyses showed that stigmasterol esters are characterized
by much less cytotoxicity to the epithelial cells of the small intestine, large intestine and liver
than free stigmasterol. Stigmasterol esters and derivatives of their thermal-oxidative

transformations at low, physiologically realistic doses (<40 ug/ml) did not cause cytotoxic
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effects in the cells of the digestive system. In contrast, free stigmasterol inhibited cell
proliferation by suppressing DNA synthesis, arresting the cell cycle in the Go/M phase,
and directing cells to the caspase-dependent apoptosis pathway. Heating at 180 °C resulted
in a decrease in the cytotoxic potential of stigmasterol, which was related to the degradation
of the stigmasterol molecule. The negative effect of heating stigmasterol was its increased
oxidative reactivity, manifested in the induction of overproduction of reactive oxygen species
in cells. Heated linoleic stigmasterol ester was also characterized by similar pro-oxidant
activity. Regardless of the heating conditions, stigmasterol and stigmasterol esters did not have
genotoxic, mutagenic or pro-mutagenic effects.

The studies conducted on the intestinal epithelium model have shown that stigmasterol
may disturb the integrity of the intestinal barrier, cause the intercellular connections to become
unsealed, and increase its permeability. Chronic exposure of the intestinal epithelium
to stigmasterol linoleate may disrupt its integrity and weaken the expression of genes encoding
protein components of intercellular junctions in the epithelium. Unlike linoleate, stigmasterol
oleate did not negatively affect the integrity and functionality of the intestinal barrier.
The studies proved that among the analyzed compounds, stigmasterol oleate is characterized
by the highest stability during the heating process and is the toxicologically safest for digestive
system cells.

The obtained data suggest that stigmasterol, stigmasterol compounds, and products
of their thermal-oxidative transformations may cause adverse health effects. It should
be emphasized that research on these compounds' safety and biological activity should
be continued and expanded by applying advanced experimental models, including tissue

and organotypic models in vitro and animal models in vivo.

The doctoral thesis was carried out as part of project no. 2015/17/B/NZ9/01535 in the
OPUS 9 grant funded by the National Science Centre in 2016 — 2020.



1. Wprowadzenie

Sterole roslinne sg naturalnymi sktadnikami zywno$ci pochodzenia roslinnego;
wystepuja miedzy innymi w roslinach straczkowych, roslinach oleistych, sezamie, pestkach
stonecznika czy pestkach dyni. Do fitosteroli zalicza si¢ sterole i stanole roslinne oraz ich estry
(Potrolniczak i in., 2008). Fitosterole i ich estry z kwasami thuszczowymi sg wykorzystywane
jako funkcjonalne dodatki do zywnosci 1 sg popularne wsrod konsumentow ze wzgledu na ich
wlasciwosci obnizania poziomu cholesterolu we krwi (Katan i in., 2003; Berger i in., 2004).
Skuteczng, a zarazem bezpieczng dawke tych zwigzkow, ustalono na 3 g/dzien (EFSA, 2020).

Fitosterole wykazuja takze szereg innych aktywnosci prozdrowotnych, w tym dziatanie
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwcukrzycowe, przeciwutleniajace,
immunomodulujgce i neuroprotekcyjne. Istnieja réwniez doniesienia o ich potencjale
przeciwpasozytniczym, przeciwgrzybiczym, przeciwbakteryjnym i przeciwwirusowym,
(Bakrim i in., 2022). Jednak, oprocz korzystnych wilasciwosci biologicznych, coraz czesciej
pojawiaja si¢ raporty o potencjalnych negatywnych skutkach dziatania fitosteroli na organizm
cztowieka (Salehi i in., 2021; Feng i in., 2022). Wykazano, ze podczas przetwarzania
1 przechowywania zywnos$ci zawierajacej sterole ro$linne i ich estry, powstaja pochodne
utlenione, dimery, oligomery i wiele zwigzkow niskoczasteczkowych o potencjalnym dziataniu
cytotoksycznym i/lub genotoksycznym na komorki i tkanki organizmu (Rudzinska i in., 2009,
Raczyk i in., 2017). Cytotoksyczno$¢ steroli ro§linnych i ich estrow w odniesieniu do komorek
nowotworowych byla przedmiotem wielu badan (Ryan i in., 2005; Raczyk i in., 2018),
natomiast jak dotad nie prowadzono intensywnych prac badawczych nad wptywem fitosteroli
na komorki pochodzace z tkanek prawidlowych. W literaturze naukowej niewiele jest tez
doniesien o bioaktywnosci pochodnych fitosteroli generowanych podczas obrobki termicznej
i przechowywania zywno$ci. Z uwagi na rosngce spozycie steroli roslinnych, zapewnienie ich
bezpieczenstwa zdrowotnego jest bardzo waznym wyzwaniem dla producentéw zywnos$ci
bogatej w te zwigzki.

Przedstawiana praca stanowi odpowiedz na potrzeb¢ badan nad dziataniem fitosteroli
w aspekcie ich bezposredniego wptywu na komoérki i tkanki uktadu pokarmowego

oraz bezpieczenstwa toksykologicznego dla organizmu czlowieka.
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1.1. Fitosterole i ich naturalne zrodla

Fitosterole to grupa zwigzkéw, obejmujgca sterole i stanole roslinne oraz ich estry
(Potrolniczak i in., 2008). Fitosterole sg podstawowymi sktadnikami bton komérkowych roslin.
Chemicznie sg strukturalnymi i funkcjonalnymi analogami cholesterolu, ktére nie sa
produkowane w organizmie cztowieka. Roznig si¢ od cholesterolu jedynie tancuchami
bocznymi wegla i/lub obecnoscig lub brakiem wigzania podwdjnego. Sg to 28- lub 29-weglowe
alkohole wielopierscieniowe, wzbogacone grupa metylowa lub etylowa. Dodatkowo moga
zawiera¢ w tancuchu jedno lub dwa wigzania podwojne. W komorkach roslinnych
zidentyfikowano ponad 200 fitosteroli, w tym najpowszechniej wystepujace: B-sitosterol,
kampesterol oraz stigmasterol (ryc. 1) (Moreau i in., 2002; Kope¢ i in., 2011). Zwiazki te
w naturze nigdy nie wystgpuja pojedynczo. Obecne w roslinach zarowno w formie wolnej, jak
1 zestryfikowanej kwasami thuszczowymi, reguluja ptynno$¢ i przepuszczalnos$¢ bton komorek

ro$linnych (Hartmann, 1998; Valitova i in., 2016).

HO

HO Cholesterol Kampesterol

HO HO
R-Sitosterol Stigmasterol

Rycina 1. Struktura cholesterolu i fitosteroli (B-sitosterolu, kampesterolu i stigmasterolu) powszechnie

wystepujacych w materiale roslinnym (Nowak, 2011).
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Fitosterole dodawane sg do zywnosci gtdéwnie ze wzgledu na ich zdolno$¢ do obnizania
poziomu cholesterolu we krwi. Przeciwcholesterolowe dziatanie steroli roslinnych u zwierzat
i ludzi odkryto w latach 50. XX wieku (Peterson, 1951; Pollak, 1953). W pdzniejszych latach
dowiedziono, ze podobne dziatanie wykazujg stanole ros§linne oraz estry fitosteroli i fitostanoli
(Sugano 1 in., 1976; Mattson 1 in, 1977). Udowodniono, ze sterole i stanole roslinne obnizajg
poziom cholesterolu catkowitego i jego frakcji LDL (low-density lipoprotein) we krwi.
Stwierdzono, ze dzienne spozywanie 2 g steroli lub stanoli roslinnych obniza poziom
cholesterolu LDL o 10% (Katan i in.,, 2003; Berger i in.,, 2004). Dzialanie
przeciwcholesterolowe steroli roslinnych polega na wypieraniu cholesterolu przez fitosterole
z miceli lipidowych w swietle jelita (De Smet i in., 2012).

Dawka steroli roslinnych przyjmowana ze standardowa dieta, zawierajaca duza ilos¢
naturalnych fitosteroli, nie jest wystarczajaca do uzyskania efektu antycholesterolowego (Lin
i in., 2010). Dlatego sg one dodawane do réznych produktéw spozywczych, takich jak
margaryna, mleczne napoje fermentowane, mleko, sery, napoje sojowe i owocowe, SOSy
satatkowe, pasty do smarowania, wedliny, pieczywo, dania gotowe do spozycia, batoniki
i stodycze (Bacchetti i in., 2011). Skuteczna i zarazem bezpieczna dawka fitosteroli zostata
ustalona na poziomie 2-3 g/dzien (Cremonini i in., 2021). Gtéwnymi Zrodtami fitosteroli
sa oleje roslinne, orzechy, rosliny straczkowe, w mniejszym stopniu takze ziarna zbdz
I produkty zbozowe, oraz warzywa i owoce (tabela 1). Komorki roslinne moga zawieraé
1-3 mg fitosteroli w 1 gramie suchej masy (Shaller, 2004; Leal-Castafieda i in., 2015).
Zwyczajowe spozycie tych skladnikow w przecigtnej diecie czlowieka wynosi
150 - 440 mg/dzien, a w diecie weganskiej do 1 g/dzien (Garcia-Llatas i Rodriguez-Estrada,
2011). W ostatnich latach, ze wzgledu na powszechno$¢ wilaczania fitosteroli do réznych grup

produktéw spozywczych, ich spozycie zostalo zwiekszone do poziomu ok. 3 g/dzien
(EFSA, 2020).
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Tabela 1. Zawartos¢ fitosteroli w wybranych produktach spozywczych (zestawienie przygotowano
na podstawie opracowania Witkowskiej i in., 2021)

Zawartos¢ fitosteroli (mg/100 g produktu)
) ] Zawartos¢
Produkt Stigmasterol Kampesterol p-sitosterol fitosteroli
ogolem
Olej rzepakowy 2,4 260,0 368,0 630,4
Olej sojowy 55,4 58,0 153,0 266,4
Olej 34,5 31,5 210,0 290,0
stonecznikowy
Olej palmowy 8,4 15,7 38,5 62,6
Oliwa z oliwek 1,0 5,7 126,0 132,7
Orzechy laskowe 1,0 7,0 108,0 116,0
Migdaty 3,0 9,0 118,0 130,0
Nasiona _ 15,8 20,9 140,4 222,5
stonecznika
Maka pszenna 0,4 6,5 21,0 31,8
Ryz bialy 2,0 1,8 8,3 13,4
Fasola biafa, 86,2 15,2 85,1 186,5
sucha
Soja, sucha 16,3 20,9 65,0 161,0
Groszek zielony, 4,0 5,6 41,4 53,7
sSwiezy
Brokut 1,1 6,9 31,0 39
Burak czerwony 5,7 0,6 9,1 17,1
Kapusta biata 0,2 2,8 9,4 13,0
Awokado 2,0 5,0 76,0 83,0
Banan 1,8 1,5 11,0 14,3
Jabtko 0,1 0,4 13,0 13,5

1.2. Biodostepnos¢ i metabolizm fitosteroli

Fitosterole nie sg syntetyzowane endogennie w organizmie cztowieka, sg dostarczane
wylacznie z produktami zawartymi w diecie. Pomimo podobienstwa strukturalnego
do cholesterolu, fitosterole wchtaniajg si¢ z przewodu pokarmowego w znacznie mniejszym
stopniu. U os6b zdrowych biodostepnos¢ fitosteroli szacowana jest ponizej 5%, w odrdéznieniu

od cholesterolu, ktérego biodostepnos¢ okreslana jest na poziomie 50-60% (Li i in., 2022).
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W jelicie cienkim fitosterole sg wbudowywane w micele ztozone z hydrolizatu ttuszczu,
kwasow zotciowych, lecytyny i innych skladnikow odzywczych. W tym procesie fitosterole
konkurujag z cholesterolem. Z uwagi na ich wyzsza hydrofobowos¢, tatwiej ulegaja
wbudowaniu w micele 1 majg zdolno$¢ do wypierania cholesterolu z miceli. Fitosterole
po uwolnieniu z miceli przechodza przez rabek szczoteczkowy z udziatem biatka
transportowego NPC1L1 (Niemann-Pick C1-Like 1) zlokalizowanego w btonie wierzchotkowej
enterocytow. W enterocytach ulegaja estryfikacji przy pomocy enzymu acylotransferazy acylo-
koenzymu A:cholesterol 2 (ACAT 2). Zestryfikowane fitosterole sg sktadane w chylomikrony
z triacyloglicerolem i apolipoproteing B 48 (Apo B48) z udzialem mikrosomalnego biatka
przenoszacego triglicerydy (MTP). Chylomikrony wydzielane sg do limfy i trafiaja do krazenia
ogoblnego. Estryfikacja jelitowa fitosteroli przez ACAT 2 zachodzi z niewielkg wydajnoscia;
jest ona ok. 60 razy mniejsza niz estryfikacja cholesterolu. Niezestryfikowane fitosterole
wydzielane sg z powrotem do $wiatla jelit na drodze transportu aktywnego z udziatem biatek
transportowych ABC G5/G8 (ATP-binding cassette transporter G5/G8) nalezacych
do nadrodziny transporterow ABC. Niewchlonigte fitosterole moga ulega¢ przemianom
prowadzonym przez mikrobiot¢ jelitowa. Stopien absorpcji jelitowej jest zalezny od rodzaju
zwigzku. Stwierdzono, ze najwigkszg przyswajalnoscig charakteryzuje si¢ kampesterol,
nastgpnie [-sitosterol, a najmniejsza stigmasterol. Fitosterole trafiaja do watroby, skad
sg wydzielane jako lipidowe sktadowe lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (VLDL, very low
density lipoprotein). Fitosterole sg wydalane z organizmu wraz z zo6fcig, rowniez z udziatlem
transportowych biatek ABCG5/G8 (Feng 1 in., 2022).

Mutacje gendw kodujacych transportery ABCGS5 1 ABCGS, ulegajace ekspresji
w komorkach jelitowych i hepatocytach, odpowiedzialne za szybkie wydalanie cholesterolu
oraz steroli 1 stanoli roslinnych z organizmu, powoduja powazne zaburzenia w metabolizmie
steroli i ich odkladanie w organizmie (Ajagbe i in., 2015). Osoby homozygotyczne pod
wzgledem mutacji w jednym z genow ABCG5 i ABCGS8, charakteryzuja si¢ podwyzszonym
stezeniem fitosteroli w surowicy wynikajacym ze zwigkszonej absorpcji jelitowej fitosteroli
1 zmniejszonego ich wydalania wraz z z6fcig. Zaburzenia w metabolizmie fitosteroli zwigkszaja
ryzyko przedwczesnego wystgpienia zmian miazdzycowych, nawet u osob z prawidtowym
poziomem cholesterolu we krwi. Dlatego pacjentom cierpigcym na fitosterolemi¢ zaleca

si¢ unikanie produktow lub suplementoéw zawierajacych sterole roslinne (Berger i in., 2004).
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1.3. Bezpieczenstwo fitosteroli

Fitosterole spozywane w dawkach nieprzekraczajagcych 3 g/dziennie sa uwazane
za bezpieczne dla cztowieka (EFSA, 2012; EFSA, 2020); chociaz w literaturze naukowe;j
pojawia si¢ coraz wigcej doniesien na temat mozliwych efektow niepozadanych (Salehi i in.,
2021; Feng i in., 2022). Szkodliwe skutki zdrowotne moga by¢ zwigzane z autoutlenianiem
fitosteroli, zachodzacym w organizmie lub/i poza organizmem czlowieka, prowadzacym
do powstawania produktéw utleniania fitosteroli (POPs - phytosterol oxidation products),
zwanych oksyfitosterolami (Hovenkamp i in., 2008; Rudzinska, 2022). Zmiany
autooksydacyjne zachodza poprzez mechanizmy wolnorodnikowe, w ktorych zwykle
posrednicza reaktywne formy tlenu (RFT) (Lengyel i in., 2012). Procesy utleniania fitosteroli
ze znaczacym tworzeniem oksypochodnych maja miejsce podczas przechowywania zywnosci
oraz obrobki termicznej (Barriuso i in., 2016; Rudzinska i in., 2005). POPs, podobnie jak
produkty utleniania cholesterolu (COPs - cholesterol oxidation products), sa identyfikowane
w osoczu i tkankach organizmu (Husche i in., 2011; Baumgartner i in., 2015; Luister i in.,
2015), co budzi obawy o bezpieczenstwo fitosteroli i wystgpowanie mozliwych niekorzystnych
skutkéw zdrowotnych, w tym cytotoksyczno$ci i dzialania proaterogennego. Luister
i wsp. (2015) zaobserwowali, ze pacjenci z chorobg wiencowa i znaczacym zwezeniem
zastawki aortalnej charakteryzuja si¢ zwigkszonym stezeniem steroli ro§linnych w osoczu i ich
kumulacja w tkance zastawki aortalnej. Podobnie podwyzszone st¢zenia POPS w osoczu
stwierdzono u pacjentow z uposledzong tolerancja glukozy i1 cukrzyca typu 2, co moze
wskazywac na zwigzek migdzy POPs a stanem zdrowia (Baumgartner i in., 2017). Ponadto
wykazano, ze dieta wysokottuszczowa zawierajagca POPs zwigkszata zmiany miazdzycowe
u zwierzat do§wiadczalnych (Plat i in., 2014). Dowiedziono roéwniez, ze POPs moga wptywaé
na komorki $rodblonka naczyn. Na przykiad, oksysitosterole zwigkszaty poziom RFT
w komorkach $rodbtonka aorty szczura, wzmacnialy ekspresje cyklooksygenazy 2 (Cox-2)
i ostabialy wazodylatacje naczyn w nienaruszonym $rodbtonku (Yang i in., 2013). W innych
badaniach pochodne epoksydowe B-sitosterolu hamowaty wzrost ludzkich komoérek srodbtonka
izolowanych z aorty brzusznej. Podobnie frakcja POPs otrzymana z podgrzewanego oleju
rzepakowego obnizala zywotno$¢ komorek srodbtonka (Rubis i in., 2008). Zaproponowano
kilka mechanizméw, poprzez ktore POPs moga promowaé rozwdj miazdzycy, takich jak
zaburzenie homeostazy lipidow, indukcja $mierci komorek, aktywacja procesu oksydacyjnego,
czy inicjacja stanu zapalnego. POPs sg podejrzewane o dzialanie prozapalne; jednak wyniki

badan naukowych sg niejednoznaczne i nie dostarczaja silnych dowodow na indukcj¢ zapalenia.
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Stwierdzono, ze 7-ketostigmasterol wywotuje odpowiedz zapalng w ludzkich komodrkach
okreznicy Caco-2, zwigkszajac produkcje cytokin prozapalnych TNF-a i IL-8 oraz cytokiny
przeciwzapalnej 1L-10 (Alemany i in, 2013). Z drugiej strony, wykazano,
ze 7P-hydroksysitosterol i 7-ketositosterol nie indukuja stanu zapalnego w ludzkich
monocytach linii U937 (Vejux i in., 2012).

Niekorzystne wiasciwosci POPs moga by¢ zwiazane z ich cytotoksycznos$cia, ktora
zalezy od struktury fitosterolu i jego przemian oksydacyjnych (Wang i Lu, 2018).
Ryan i in. (2005) wskazali na cytotoksyczno$¢ mieszaniny oksysitosteroli dla monocytow
U937, nowotworowych komorek okreznicy Caco-2 i watroby HepG2. Natomiast indukcje
$mierci apoptotycznej stwierdzono tylko w komoérkach linii U937 (Ryan i in., 2005). Podobnie,
oksystigmasterole (7p-hydroksy, epoksydiol, diepoksyd) rowniez indukowaty apoptoze
w monocytach U937, dzialajac poprzez obnizenie ekspresji antyapoptotycznego, sprzyjajacego
przetrwaniu komorek, biatka Bcl-2 (O’Callaghan 1 in. 2010). Pochodne 7-keto, w tym
7-ketositosterol, 7-ketokampesterol, 7-ketobrassikasterol i 7-ketostigmasterol, hamowaty
proliferacj¢ ludzkich nowotworowych komorek jelitowych. Przy czym, 7-ketositosterol
i 7-ketokampesterol charakteryzowaly si¢ najwyzszym potencjalem antyproliferacyjnym;
powodowaty zatrzymanie cyklu komérkowego i indukcje apoptozy ze wzrostem aktywnos$ci
kaspazy-3 i inhibicjg ekspresji biatka Bcl-2. Dziatanie proapoptotyczne wykazywal roéwniez
7-ketobrassikasterol, w przeciwienstwie do 7-ketostigmasterolu (Gao i in., 2015). W innych
badaniach 7-ketostigmasterol nie indukowat apoptozy w komoérkach okreznicy Caco-2, a nawet
ograniczal dziatanie cytotoksyczne 7-ketocholesterolu (Alemany i in., 2012). Wiedza na temat
cytotoksycznosci i aterogennosci POPs oraz ich potencjalnego dzialania prozapalnego jest
wcigz niewystarczajaca, a niektore doniesienia naukowe raportuja sprzeczne wyniki badan.
Naukowcy wskazuja na potrzebg prowadzenia dalszych zaawansowanych badan w celu
potwierdzenia bezpieczenstwa fitosteroli oraz okreslenia zalecen dotyczacych przechowywania
1 obrobki cieplnej zywnos$ci funkcjonalnej wzbogaconej w fitosterole (Feng i in., 2022;

Wang i Lu, 2018).

1.4. Stigmasterol i jego aktywnos¢ biologiczna

Stigmasterol (C29Hag0, stigmasta-5,22-dien-3-ol) to nienasycony fitosterol nalezacy
do klasy tetracyklicznych triterpendw. Jest nierozpuszczalny w wodzie, ale rozpuszczalny
w alkoholach (Bakrim i in., 2022). Obok B-sitosterolu i kampesterolu, zwiazek ten nalezy

do najpowszechniej wystepujacych steroli w roslinach (tabela 1) i ma duze znaczenie w diecie
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cztowieka. Gtownymi Zrodtami stigmasterolu dla osob dorostych w Polsce sg kawa (25,1%),
warzywa (23,2%), tlhuszcze (16,9%) i ziarna zbdz (12,9%). Do produktéw dostarczajacych
najwicksze ilosci stigmasterolu w diecie zaliczono kawe (25,1%), margaryne (11,8%) 1 biate
pieczywo (6,5%). Dzienne spozycie tego fitosterolu oszacowano na poziomie 23,5 mg
dla mezczyzn i1 21,1 mg dla kobiet (Witkowska i in., 2021).

Stigmasterol zyskuje coraz wigksze zainteresowanie konsumentow i producentow
zywnosci funkcjonalnej z uwagi na szereg wlasciwosci prozdrowotnych o istotnym znaczeniu
dla prewencji 1 wspomagania leczenia wielu chorob. Wykazano, ze zwigzek ten ma dziatanie
przeciwhipercholesterolemiczne, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwcukrzycowe,
immunomodulujace, przeciwpasozytnicze, przeciwgrzybicze, przeciwbakteryjne,

przeciwwirusowe, przeciwutleniajace i neuroprotekcyjne (Bakrim i in., 2022).

Dziatanie
przeciwhiper-
cholesterolemiczne

Dziatanie Dziatanie
immunomodulujace przeciwnotworowe

Potencjat leczniczy w
Dziatanie chorobie
przeciwcukrzycowe zwyrodnieniowej
stawow
Aktywnos¢
biologiczna
stigmasterolu

Dziatanie Dziatanie
przeciwutleniajace przeciwzapalne

Dziatanie
przeciwdrobno-
ustrojowe

Dziatanie
neuroprotekcyjne

Rycina 2. Potencjal prozdrowotny stigmasterolu

1.4.1. Dzialanie przeciwhipercholesterolemiczne

Badania in vivo wykazaly, ze stigmasterol ma zdolno§¢ modulowania metabolizmu
cholesterolu skutecznie obnizajac poziom cholesterolu catkowitego 1 jego frakcji LDL

oraz st¢zenia triglicerydow w osoczu. Stwierdzono, ze stigmasterol ogranicza wchtanianie
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cholesterolu, na podstawie zwigkszonej ilosci cholesterolu i produktow jego metabolizmu
w kale. Udowodniono, ze stigmasterol hamuje ekspresje genéw kluczowych dla wchtaniania
jelitowego cholesterolu, w tym gendw ACAT2 i MTP, jednak bez wptywu na ekspresj¢ genu
transportera NPC1L1 (Liang i in., 2011). Stigmasterol obnizatl tez poziom transkryptow mRNA
ABCGS, bez ingerencji w ekspresje ABCGS. Efektem zdolno$ci modulujagcych wchtanianie
i metabolizm cholesterolu byto ograniczenie tworzenia blaszki miazdzycowej
oraz zmniejszenie gromadzenia cholesterolu w aorcie i poprawa jej funkcjonalnosci,
co wykazano w eksperymentach na zwierzetach doswiadczalnych karmionych paszg
zawierajacg 0,1% stigmasterolu (Liang 1 in., 2011).

Ponadto, w badaniach in vivo wykazano, ze stigmasterol wplywa na regulacje
metabolizmu lipidéow i tagodzi niealkoholowg stluszczeniowa chorobe watroby (NAFLD).
U myszy karmionych dieta wysokottuszczowa, w ktorej ttuszcze dostarczaja 40-60% kalorii,
stwierdzono, ze wzbogacenie diety zwierzat w stigmasterol w ilosci 0,4% powodowalo
obnizenie calkowitej zawarto$ci lipidéw, triacylogliceroli i cholesterolu w watrobie,
oraz wplywato na poprawienie obrazéw histopatologicznych watroby. U zwierzat z NAFLD
zanotowano réwniez zmniejszony poziom jelitowych kwasdéw zotciowych i1 zwigkszong ilosé
lipidow w kale. Stigmasterol korzystnie wpltywat na regulacje ekspresji gendow
zaangazowanych w metabolizm lipidow. Analizy lipidomiczne préb watroby i surowicy
wykazaly, ze stigmasterol zapobiega zwigkszeniu poziomu di- i triacylogliceroli oraz obnizeniu
poziomu fosfolipidow - zmianom indukowanym przez diet¢ wysokottuszczowa. Co wigcej,
udowodniono, ze stigmasterol byt bardziej skuteczny niz B-sitosterol w korzystnym
oddziatywaniu na wigkszos$¢ analizowanych parametrow (Feng i in., 20182, Feng i in., 2018P).

Badania in vitro na modelu ludzkiego nabtonka jelitowego Caco-2 réwniez dostarczyty
dowodow na aktywno$¢ antyhipercholesterolemiczng stigmasterolu. Stigmasterol ograniczat
biosynteze cholesterolu dzigki hamowaniu ekspresji syntazy hydroksymetyloglutarylo-CoA
(HMGCS1, HMG-CoA synthase), zmniejszal wychwyt cholesterolu w komoérkach Caco-2
poprzez wplyw na regulacje ekspresji bialek kluczowych dla transportu i metabolizmu
cholesterolu. Hamowat ekspresj¢ biatka NPC1L1, zwigkszat poziom ABCG5 i ABCG8, a takze
blokowat ekspresje ACAT2 w komdrkach nabtonka jelitowego (Yuan i in., 2020).

1.4.2. Dzialanie przeciwnotworowe

Badania prowadzone w ostatnich latach dowodza, ze stigmasterol wykazuje

wlasciwosci przeciwnowotworowe w stosunku do komorek pochodzacych z roéznych
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nowotworow, w tym biataczki, raka skory, zotadka, watroby, pluc, endometrium, szyjki

macicy, piersi czy jajnika (tabela 2).

Tabela 2. Cele molekularne i mechanizmy przeciwnowotworowego dziatania stigmasterolu

ich inwazyjno$ci oraz indukcji apoptozy

Nowotwor Model badawczy Mechanizm dzialania Referencje
Watroba Linia HepG2 Indukcja apoptozy (1BAX, 1p53, |BCL-2). Kimiin., 2014
Linia SMMC-7721 Blokowanie cyklu komorkowego w fazie Go/Gy, Zhang i in.,
lonkogeny (FOS, MYC, RAS, PIM-1, MET, REL), | 2008
1 geny supresorowe nowotworu (NF-2, MAP2K®6)
Indukcja mitochondrialnego szlaku apoptozy,
T RFT, |potencjat blony mitochondrialne;j LiiLi, 2012
1 wewnatrzkomérkowy poziom Ca
Zoladek Komorki SGC-7901 | hamowanie szlaku sygnatlowego Akt/mTOR, Zhao'iin.,
Komorki MGC-803 indukcja apoptozy (1BAX, |BCL-2, 1CAS-3/9) 2021
i autofagii
Komorki SNU-1 Blokowanie cyklu komorkowego w fazie G2/M, Liiin., 2018
indukcja mitochondrialnego szlaku apoptozy,
hamowanie szlaku sygnatowego JAK/STAT,
hamowanie migracji komérek
Woreczek Komorki izolowane Indukcja apoptozy zaleznej i niezaleznej od kaspaz, | Pandey i in.,
z0tciowy od pacjentow TCAS-3, 1 RFT, 1 p271i | Jabl; hamowanie cyklu w | 2019
fazie Gy
Okreznica Linia Caco-2 lproliferacja, Cillaiin.,
indukcja mitochondrialnego szlaku apoptozy, 2015
1 wewnatrzkomoérkowy poziom Ca, T RFT
Phuca Komoérki NCI- lzywotnos¢, | metabolizm energetyczny, Song i in.,
H1975, lproliferacja, hamowanie cyklu komoérkowego, | 2022
model mysi in vivo leykliny D1, |CDK2, |CDK4, |CDK®6; |SIRT1,
1p21, Tacetylo-p53, 1 PPARY
Komorki PLA-801D, | |proliferacja, indukcja apoptozy, Dongiin.,
A-549, H661, SK- modulacja receptora sierocego kwasu retinowego 2021
SEM-1, BEAS-2B
Gruczot Linia MCF-7 Indukcja apoptozy, |BCL-2, |Bcl-xL AmeliMojarad
piersiowy Myszy BALB/c Lobjetoéci guza po 30 dniach terapii stigmasterolem | i in., 2022
Linie MCF-7 i MDA- | dziatanie przeciwnowotworowe stigmasterolu w Omraniin.,
MB 231 potaczeniu z sorafenibem; 2021
proliferacja (|Ki-67), |p-ERK, |[NF-«B, indukcja
apoptozy (1CAS-3, |BCL-2), |angiogeneza
(JVEGF-A, | VEGFR-2)
Komorki LMM3, Hamowanie angiogenezy, | VEGF Michelini i in.,
Komoérki HUVEC, 2016
myszy BALB/c
Linia MCF-7 Cytotoksycznos$¢ dla komorek MCF-7 wigksza niz | Al-Fatlawi,
dla prawidtowych komorek nerki HEK293; 2019
Indukcja apoptozy (1CAS-3, 1CAS-9)
Jajnik Linia ES2 Aktywacja $ciezek sygnatowych apoptozy, Bae i in., 2020
Linia OV90 TCAS-3, 1CAS-9, 1BAX, 1BAK,
1Ca w mitochondriach i cytozolu,
TRFT, o§ ER-mitochondrium;
Hamowanie migracji komorek; | VEGF-A, |PLAU,
|IMMP2, [MMP9, |MMP14
Endometrium | Linia Ishikawa, Inhibicja Nrf2. Wzmocnienie dziatania cisplatyny | Liao i in.,
Linia SPEC2 w hamowaniu wzrostu komorek nowotworowych i | 2020

19




Skora myszy Swiss albinosy | |objetosci guza, |ALT, |AST, |AP, |bilirubina, | Aliiin., 2015
1SOD, fkatalaza, fglutation, |RFT, |uszkodzen
DNA
Komorki czerniaka lzywotno$¢, |proliferacja, indukcja apoptozy Xingan Cheng
B16-F10 i Zhang, 2014
Biataczka Linia CCRF-CEM Cytotoksycznos¢ estrow stigmasterolu dla komoérek | Raczyk i in.,
i jej lekooporny ostrej bialaczki limfoblastycznej; najsilniejsze 2018
odpowiednik CCRF- | dziatanie estru z kwasem linolowym
VCR1000
Linia Jurkat/E6-1 Indukcja apoptozy, Nazemi i in.,
|BCL-2, |Bcl-xL, |VEGF 2020

ALT - aminotransferaza alaninowa, AP - alkaliczna fosfataza, AST - aminotransferaza asparaginianowa, BCL-2
i BCI-XL - biatka antyapoptotyczne z rodziny BCL-2, BAX i BAK - biatka proapoptotyczne z rodziny BCL-2,
CAS - kaspaza, CDK - kinazy zalezne od cyklin, ERK - rodzina kinaz regulowanych sygnatem
zewnatrzkomorkowym, MMP - metaloproteinaza macierzy, NF-xB - jadrowy czynnik transktypcyjny kappaB;
Nrf2 - jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2, PLAU - aktywator plazminogenu typu
urokinazy, PPARYy - receptory aktywowane przez proliferatory peroksysoméw y; RFT — reaktywne formy tlenu,
SIRT1 - Sirtuina 1, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, VEGF - czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego,
VEGFR - receptor VEGF.

Wyniki eksperymentéw wskazuja, ze stigmasterol moze hamowaé proces
nowotworowy na roznych jego etapach, poczawszy od prewencji, przez promocj¢ i progresj¢
kancerogenezy. Stigmasterol dziatal supresyjnie na proliferacj¢ komorek nowotworowych
przez blokowanie cyklu komoérkowego w fazie Gi 1 Gz odpowiednio w komorkach
nowotworowych watroby (Zhang i in., 2008) i zotadka (Li i in., 2018), poprzez wptywanie
na rézne Sciezki sygnatlowe w komorkach, czy indukcje procesu apoptozy. Stigmasterol
promowat apoptoze komoérek izolowanych z réznych zmian neoplastycznych
przez wzmacnianie ekspresji biatek pro-apoptotycznych (BAX, BAK) 1 obnizanie ekspresji
biatek anty-apoptotycznych (BCL-xL, BCL-2) wspierajacych przezycie komorek nowotworu.
W zalezno$ci od pochodzenia komorek, stigmasterol aktywowal rézne szlaki apoptozy
z aktywacja kaspaz wykonawczych 3 19, nadprodukcja RFT, czy regulacja ekspresji czynnikoéw
transkrypcyjnych kluczowych dla przebiegu procesu nowotworowego (Li i Li, 2012; Ali i in.,
2015; Al-Fatlawi, 2019; Pandey i in., 2019; Bae i in., 2020; Omran i in., 2021; Zhao i in., 2021).
Ponadto, stigmasterol hamowatl migracje¢ 1 inwazj¢ komorek nowotworowych oraz ograniczat
procesy zwigzane z angiogenezg i unaczynieniem guza (Michelini i in., 2016; Nazemi i in.,
2020; Liao i in., 2020; Bae i in. 2020; Omran i in., 2021). Mechanizmy dziatania stigmasterolu
1jego cele molekularne w réznych typach nowotworoéw przedstawiono w tabeli 2.

Badania przedkliniczne dostarczyty rowniez dowodow na wspoldziatanie stigmasterolu
z niektérymi lekami przeciwnowotworowymi. Stigmasterol uwrazliwial komorki raka

endometrium (Liao i in., 2020) i piersi (Omran i in., 2021) na odpowiednio cisplatyne
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1 sorafenib 1 wspomagat te leki w hamowaniu wzrostu komorek nowotworowych.
Synergistyczne dziatanie stigmasterolu i cytostatykow daje szanse na zmniejszenie dawki
lekow i ztagodzenie negatywnych skutkow terapii. Dodatkowo, wykazano, ze cytotoksyczno$¢
stigmasterolu w odniesieniu do komorek prawidtowych jest znacznie mniejsza niz dla komorek
nowotworowych, co znajduje potwierdzenie w warto$ciach dawek cytotoksycznych
okreslonych w hodowlach komorek raka piersi MCF-7 (ICso = 27,4 uM) i1 watroby HepG2
(ICs0 = 25,8 uM) i hodowli embrionalnych komoérek nerki HEK293 (ICso = 421,7 uM)
(Al-Fatlawi, 2019). Potencjalem cytotoksycznym dla komoérek nowotworowych
charakteryzowal si¢ nie tylko wolny stigmasterol, ale réwniez stigmasterol w postaci
zestryfikowanej z nienasyconymi kwasami tluszczowymi, w tym z kwasem oleinowym,
linolowym i linolenowym. Przy czym linolenian stigmasterolu wykazywal najwyzsza
cytotoksyczno$¢ w stosunku do komorek ostrej biataczki limfoblastycznej (Raczyk 1 in. 2018).

Obiecujace wyniki eksperymentéw przeprowadzonych na komoérkowych modelach
nowotworow In vitro wymagaja potwierdzenia w badaniach in vivo i probach klinicznych.
Powazne watpliwos$ci budzi skuteczno$¢ dziatania stigmasterolu na guzy nowotworowe in vivo.
Niska biodostepnos¢ stigmasterolu 1 jego ograniczone mozliwosci dotarcia do tkanek
docelowych moga determinowac osiagnigcie skutecznych dawek terapeutycznych. Tworzenie
modyfikowanych pochodnych stigmasterolu w celu zwigkszenia jego stabilno$ci
i bezpieczenstwa oraz poprawienia biodostgpnosci 1 efektywno$ci dziatania jest waznym
kierunkiem badan, ktory daje szanse na potencjalne wykorzystanie stigmasterolu w terapii

przeciwnowotworowej.

1.4.3. Potencjal leczniczy w chorobie zwyrodnieniowej stawow

Badania in vitro i in vivo wykazaty, ze stigmasterol moze wspomagac¢ leczenie choroby
zwyrodnieniowej stawow. W modelu zwierzecym stwierdzono, ze stigmasterol ogranicza
degradacje chrzastki i zmniejsza ekspresje metaloproteinaz (MMP-1, MMP-3, MMP-13)
przy jednoczesnym zwigkszeniu ekspresji tkankowego inhibitora metaloproteinazy (TIMP-1)
(Chen i in., 2012). Eksperymenty przeprowadzone na szczurach pokazaly, ze leczenie
skojarzone oparte na terapii mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi 1 stigmasterolem
prowadzi do regeneracji chrzastki w ktykciu i rowku bloczka kosci udowej (Sampath 1 in.,
2021%). Korzystne efekty obserwowano réwniez w badaniach in vitro z zastosowaniem
szczurzych chondrocytow z indukowanym stanem zapalnym. Obecno$¢ medium

kondycjonowanego z hodowli mezenchymalnych komorek macierzystych 1 dodatek
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stigmasterolu spowodowaly wyciszenie stanu zapalnego, czego dowodem byto zmniejszenie
ekspresji indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) i interleukiny 6 (IL-6). Obserwowano
rébwniez supresje ekspresji metaloproteinaz MMP-3 i MMP-13 oraz metaloproteinazy
z motywem trombospondyny (ADAMTS-5), a takze znaczacy wzrost ekspresji kolagenu typu
Il (COL2A1). Zastosowanie stigmasterolu wraz z medium kondycjonowanym z hodowli
mezenchymalnych  komorek macierzystych, zawierajacym czynniki o  dzialaniu
regeneracyjnym i przeciwzapalnym, spowodowalo prawie catkowite wyciszenie stanu
zapalnego (Sampath i in, 2021°).

Potencjat leczniczy stigmasterolu wykazano rowniez w doswiadczeniach na ludzkich
I mysich chondrocytach aktywowanych do odpowiedzi zapalnej. Stigmasterol hamowat
ekspresje prozapalnej interleukiny IL-6 oraz metaloproteinaz macierzy (MMP-3, MMP-13,
ADAMTS-4) i dezintegryny A. Efektem byta rowniez zmniejszona produkcja prostaglandyny
E2 (PGE>), zaangazowanej w degradacj¢ chrzastki w chorobie zwyrodnieniowej stawow,
wywolana przez hamowanie ekspresji jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB (Gabay
i in., 2010). Mechanizm dziatania stigmasterolu byt analizowany w modelu mysich komdrek
chondrogennych ATDC5 indukowanych IL-1P. Stwierdzono, ze stigmasterol nie wptywa
na zywotno$¢ komorek, ale ostabia dziatanie induktora IL-1f 1 hamuje ich ferroptoz¢ poprzez
obnizenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego SREBPF2 (sterol regulatory element-binding
protein 2) i wzmocnienie hamujacego dziatania inhibitoréw ferroptozy (Mo i in., 2021).
W podsumowaniu badan, autorzy podkreslaja, ze stigmasterol charakteryzuje si¢ wysokim

potencjatem terapeutycznym w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawow.

1.4.4. Aktywnos¢ przeciwzapalna

Stan zapalny towarzyszy wielu jednostkom chorobowym, w tym chorobom
nowotworowym, chorobom sercowo-naczyniowym, otytosci i zwigzanym z nig zaburzeniom
metabolicznym (cukrzycy typu 2, dyslipidemii). Badania opublikowane w ostatnich latach
wskazuja na przeciwzapalny potencjat stigmasterolu, ktory analizowano na modelach
imitujacych stany zapalne o rdéznej etiologii. W modelu zwierzecym z indukowanym
reumatoidalnym zapaleniem stawow wykazano, ze stigmasterol obniza ekspresje mediatorow
prozapalnych (iNOS, IL-6, IL-1B, COX-2 i TNF-a) i wzmacnia ekspresje cytokiny
przeciwzapalnej (IL-10) poprzez supresje ekspresji p38MAPK i NF-kBp65 w zmienionych
chorobowo stawach. Efektem dziatania stigmasterolu bylo zmniejszenie uszkodzen stawow

i ograniczenie zmian histopatologicznych (Khan i in., 2020). Z kolei, w mysim modelu
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zapalenia otrzewnej, zwigzek ten zmniejszat naciek leukocytow oraz obrzek tap indukowany
kwasem arachidonowym (Morgan i in., 2021). Dziatanie przeciwzapalne bylo obserwowane
rowniez w ostrym zapaleniu ptuc indukowanym lipopolisacharydami z E. coli po zastosowaniu
mieszaniny fitosteroli, w ktorej stigmasterol stanowit jeden z kluczowych komponentow.
Potencjat przeciwzapalny analizowano na mysich makrofagach RAW264.7 i w mysim modelu
zwierzecym. Stwierdzono, ze stigmasterol aktywuje szlak sygnatowy LXRs/ABCA1 i zmienia
aktywacje szlaku TLR4/NF-«kB (He i in., 2022).

1.4.5. Dzialanie immunomodulujace

Poza aktywnoscig przeciwzapalng, stigmasterol wykazuje rowniez zdolno$é
do stymulowania komorek uktadu immunologicznego. Stwierdzono, ze ekstrakt stigmasterolu
otrzymany z owocow Solanum xanthocarpum niweluje immunosupresje indukowang
cyklofosfamidem. W modelu mysim, po podaniu ekstraktu obserwowano niespecyficzng
odpowiedz immunologiczng, polepszenie parametrow hematologicznych i zwigkszenie adhezji
neutrofili (Sultana i in., 2011; Khanam i Sultana, 2012). W innych badaniach udowodniono,
ze stigmasterol wptywa na komorki uktadu immunologicznego podczas alergii wywotanej
albuming jaja kurzego. Podawanie stigmasterolu w dawkach 10-100 mg/kg powodowato
obnizenie proliferacji limfocytow, eozynofili i monocytow, a takze zmniejszenie nacieku
komorek zapalnych w okolicach naczyn, oskrzelikow 1 pecherzykéw ptucnych. Dodatkowo
stigmasterol znaczaco zmniejszal ekspresje biatka VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1) oraz obnizat poziomy immunoglobuliny IgE (Antwi i in., 2017).

W modelu mysim, stigmasterol i B-sitosterol wyizolowane z ro$liny Clinacanthus
nutans hamowaty proliferacj¢ limfocytow T pomocniczych (Th) indukowang konkanawaling
A bez wplywu na wydzielanie cytokiny: IL-2 i interferonu y (IFN-y). Stigmasterol,
w przeciwienstwie do B-sitosterolu, nie blokowat wydzielania cytokin przeciwzapalnych: IL-4
i IL-10. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze fitosterole wyizolowane

z Clinacanthus nutans maja potencjalne dziatanie immunomodulujace (Le i in., 2017).

1.4.6. Dzialanie przeciwcukrzycowe

Potencjat prozdrowotny stigmasterolu byt analizowany réwniez w aspekcie dzialania
przeciwcukrzycowego. Dane uzyskane w mysim modelu cukrzycy wskazuja, ze efektem

podawania stigmasterolu w dawce 2,6 mg/kg m.c. przez 20 dni byta redukcja stezenia glukozy
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w surowicy oraz aktywnosci watrobowej glukozo-6-fosfatazy przy jednoczesnym wzroscie
poziomu insuliny (Panda i in., 2009). W badaniach Poulose i in. (2021) zanotowano znaczgce
obnizenie st¢zenia glukozy we krwi u szczuréw traktowanych stigmasterolem wyizolowanym
z wodorostow Gelidium spinosum. Wang i in. (2017) stwierdzili, ze stigmasterol ekstrahowany
z oleju sojowego wzmaga translokacje transportera glukozy GLUT4 i wychwyt glukozy
w szczurzych mioblastach linii L6. Suplementacja myszy cukrzycowych stigmasterolem
w dawkach 50 1 100 mg/kg m.c. przez 4 tygodnie wywolata zauwazalny efekt hipoglikemiczny,
polegajacy na zmniejszeniu stezenia glukozy we krwi na czczo, obnizeniu poziomu insuliny
w surowicy, ztagodzeniu opornosci na insuling i poprawieniu tolerancji glukozy. Ponadto,
zauwazono poprawienie wskaznikoéw profilu lipidowego, w tym obnizenie stezenia
cholesterolu i trojglicerydow we krwi (Wang i in. 2017). W badaniach na szczurach z cukrzyca
indukowang alloksanem, wykazano, ze po 4-tygodniowej suplementacji stigmasterolem
w stezeniach 100 1 200 mg/kg m.c. dochodzi do obnizenia poziomu glukozy we krwi na czczo
i odwrocenia nieprawidtowosci dotyczacych zawartosci biatka, mocznika i1 kreatyniny
w surowicy krwi/moczu. Rowniez objawy cukrzycowe, takie jak polifagia, wielomocz,
obecno$¢ glukozy w moczu 1 utrata masy ciala zostaly ztagodzone. Kolejnym efektem
suplementacji bylo zwigkszenie poziomu insuliny i hemoglobiny oraz obnizenie poziomu
hemoglobiny glikowanej. Ponadto, zmienione aktywnosci enzymdéw uczestniczacych
w procesie glukoneogenezy (glukozo-6-fosfatazy, fruktozo-1,6-bisfosfatazy i dehydrogenazy
mleczanowej) zostaly unormowane. Dowodoéw na korzystne dziatanie stigmasterolu
dostarczyly takze analizy histologiczne, ktore wskazywaty na regeneracj¢ komorek B trzustki
(Ramu i in., 2016).

1.4.7. Dzialanie przeciwutleniajace i neuroprotekcyjne

Dane publikowane w literaturze dowodza, ze fitosterole przechodza przez barier¢ krew-
moézg 1 mogg by¢ w mozgu akumulowane. Wyniki badan wskazuja na korzystne dzialanie
stigmasterolu na komorki nerwowe i fagodzenie zaburzen neurologicznych.

Burg i in. (2013) analizowali wptyw roznych steroli (cholesterolu, B-sitosterolu,
kampesterolu, brassikasterolu i stigmasterolu) na powstawanie amyloidu-f w ludzkich
komorkach nerwiaka zarodkowego SH-SY5Y i w mysim modelu in vivo. Amyloid-B jest
glownym skladnikiem ptytek starczych w chorobie Alzheimera, tworzonym przez
proteolityczng obrobke biatka prekursorowego amyloidu (APP) z udzialem enzymow:

B- 1 y-sekretazy. Na podstawie wynikéw badan stwierdzono, ze fitosterole wykazujg mniejsza
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amyloidogenno$¢ niz cholesterol, a stigmasterol, jako jedyny z badanych fitosteroli, redukuje
powstawanie amyloidu-f3 poprzez zmniejszenie aktywnosci B-sekretazy, obnizenie ekspresji
czterech biatek kompleksu heterotetramerycznego y-sekretazy, ograniczenie dystrybucji
cholesterolu 1 preseniliny w tratwach lipidowych zwigzanych z rozszczepieniem
amyloidogennego  biatka ~APP  oraz  zmniejszenie  internalizacji  f-Sekretazy
BACE 1 do kompartmentéw endosomalnych (Burg i in., 2013).

Neuroprotekcyjny potencjal stigmasterolu opisano rowniez w modelu komoérkowym
SH-SY5Y. Jego dziatanie polegalo na obnizeniu stresu oksydacyjnego indukujacego
w  komorkach nerwowych proces apoptozy, zwigzany 2z rozwojem chordb
neurodegeneracyjnych. Stwierdzono, ze stigmasterol wptywa na utrzymanie prawidlowego
poziomu RFT w komorkach SH-SYS5Y 1 zapobiega inicjacji apoptozy indukowanej
nadtlenkiem wodoru (H202). W komorkach traktowanych H20> i eksponowanych
na stigmasterol, utrzymywany byt staly poziom ekspresji biatka anty-apoptotycznego BCL-2
i zwickszeniu ulegala ekspresja jadrowego czynnika transkrypcyjnego FOXO3a (forkhead
box O) i katalazy. Stigmasterol wptywal rowniez na regulacje ekspresji sirtuiny 1 (SIRT1),
znaczaco obnizonej w komodrkach indukowanych H20,. Efekty powodowane przez
stigmasterol byly porownywalne z efektami wywolanymi przez resweratrol, ktory jest znanym
aktywatorem SIRT1 (Pratiwi i in., 2021).

W badaniach wskazuje si¢ rowniez na neuromodulacyjne dziatanie stigmasterolu
polegajace na stymulacji rozwoju neuronow osrodkowego ukltadu nerwowego oraz regulacji
ekspresji genow zaangazowanych w neurytogenezg (Map2, Dcx, Reln) i synaptogenezg (Arc,
Egrl, Nr4al) w neuronach hipokampa (Haque i Moon, 2018). Ponadto, stigmasterol skutecznie
zmniejszal deficyty neurologiczne 1 uszkodzenia moézgu u szczurOw doswiadczalnych
wywotane urazem niedokrwiennym / reperfuzyjnym.; niwelowal zmiany histopatologiczne

i regulowat dziatanie endogennego systemu obrony antyoksydacyjnej (Sun i in., 2019).

1.4.8. Dzialanie przeciwdrobnoustrojowe

Stigmasterol wykazuje szerokie spektrum aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowe;,
hamuje wzrost bakterii  Gram-ujemnych, Gram-dodatnich i grzybéw. Dziatanie
przeciwbakteryjne opisano w odniesieniu do Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Klebsiella pneumoniae oraz Neisseria gonorrhoae
(Dambatta i in, 2017) oraz szczepu Staphylococcus aureus opornego na metycyling

(Adnaniin., 2017). Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wykazywat takze ekstrakt heksanowy
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z lisci Icacina trichantha zawierajacy oprocz stigmasterolu rowniez [-sitosterol. Ekstrakt
fitosteroli hamowatl wzrost bakterii Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli i Staphylococcus aureus oraz grzybow
Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer, Penicillium notatum oraz Candida albicans
(Alawode i in., 2021). Podobnie stigmasterol pozyskany z Neocarya macrophylla wykazywat
dziatanie skierowane przeciwko bakteriom Staphylococcus aureus oraz Staphylococcus aureus
opornym na antybiotyk metycyling, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens oraz grzybom Candida albicans i Candida krusei. Natomiast ni¢ byl skuteczny
w supresji enterokokéw opornych na wankomycyne, Salmonella typhimurium oraz Klebsiella

pneumoniae (Yusuf i in. 2018).

1.5. Produkty przemian termiczno-oksydacyjnych stigmasterolu

Przechowywanie i obrébka wysokotemperaturowa thuszczéw roslinnych, w tym
smazenie, pieczenie, uwodornianie czy dezodoryzacja, istotnie wpltywaja na stabilnos¢
fitosteroli. Procesy te prowadza do zmniejszenia zawarto$ci fitosteroli w produktach oraz
tworzenia pochodnych przemian termicznych i oksydacyjnych (Bai i in., 2021). Znaczaca
wickszos¢ badan nad bioaktywno$cig fitosteroli, w tym rowniez stigmasterolu, byla
prowadzona na zwigzkach podstawowych - bez uwzglednienia produktéw degradacji
i pochodnych generowanych podczas obrobki wysokotemperaturowej i dlugoterminowego
przechowywania. Badania pochodnych fitosteroli skupiajg si¢ przede wszystkim na ich
identyfikacji 1 1iloSciowym oznaczeniu w produktach oraz okre§leniu poziomu
cytotoksycznosci. Alemany 1 in. (2012) stwierdzili brak cytotoksycznego dziatania
7-ketostigmasterolu (0 — 120 uM) na komorki nabtonkowe Caco-2 pochodzgce z nowotworu
okreznicy eksponowane przez 4 — 24 godzin. Ponadto, autorzy zasugerowali,
ze 7-ketostigmasterol moze redukowac toksycznos¢ 7-keto-cholesterolu dla komorek nabtonka
jelitowego (Alemany 1in. 2012). O’Callaghan i in. (2010) poddali analizom szereg pochodnych
stigmasterolu, w tym 5a,6a-epoksystigmast-22-en-33-ol (a-epoksyd), 5B,6B-epoksystigmast-
22-en-3B-ol (B-epoksyd), stigmasta-5,22-dien-7-on-3p-ol (7-keto), stigmasta-5,22-dien-3p,7p-
diol (7p-OH), 5,6-epoksystigmasta-22S,23S-diol (epoksydiol), 5,6,22,23-diepoksystigmastan
(diepoksyd), (22R,23R)-stigmast-5-en-3f3,22,23-triol (22R,23R-triol) oraz 5a-stigmast-22-en-
3B,5a,6p-triol (3,5,6-triol). Do oznaczeh zastosowano lini¢ komoérkowg U937 ludzkich
monocytow. Najbardziej cytotoksyczne sposrod badanych zwigzkow okazaly sie 7B3-OH,

epoksydiol, diepoksyd oraz 22R,23R-triol. Stwierdzono, ze 73-OH, epoksydiol oraz diepoksyd
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indukujg apoptoze oraz obnizajg poziom ekspresji antyapoptotycznych biatek Bcl-2
(O’Callaghan 1 in., 2010). Badania utlenionych pochodnych stigmasterolu byly réwniez
prowadzone in vivo na modelu zwierzgcym. Wykazano, ze chomiki karmione pasza
z dodatkiem utlenionych pochodnych stigmasterolu i [-sitosterolu utracity zdolnosé
do obnizania poziomu cholesterolu calkowitego, cholesterolu LDL i triacylogliceroli
w poréwnaniu z grupg kontrolng (Liang i1 in., 2011). W innych badaniach udowodniono
cytotoksyczne dziatanie produktoéw przemian termiczno-oksydacyjnych estrow stigmasterolu
z kwasem oleinowym, linolowym i linolenowym na ludzkie komorki biataczki limfoblastycznej
linii CCRF-CEM i CCRF-VCR1000. Najsilniejsze dziatanie zaobserwowano w przypadku
oleinianu stigmasterolu ogrzewanego w 180 °C przez 4 godziny i dtuzej. Pochodng oleinianu
stigmasterolu, ktoéra determinowata cytotoksycznosé byt prawdopodobnie
a-epoksystigmasterol, ktéry zostal zidentyfikowany wytacznie w produktach oksydacji tego
estru (Raczyk i in., 2018).

Nieliczne doniesienia naukowe dokumentujg cytotoksyczne dziatanie pochodnych
stigmasterolu powstajacych podczas procesow termicznych i oksydacyjnych. Biorgc pod
uwage wysoka aktywno$¢ biologiczng stigmasterolu oraz jego potencjat prozdrowotny w
prewencji i terapii wielu schorzen, waznym zagadnieniem jest opracowanie zwigzkOw
stigmasterolu bezpiecznych dla zdrowia o korzystnych wiasciwosciach technologicznych
1 wysokiej stabilnosci podczas przechowywania i1 przetwarzania. Dlatego potrzebne sg szeroko
zakrojone badania ukierunkowane na konstruowanie nowych zwigzkéw stigmasterolu,
identyfikacj¢ powstajacych produktow degradacji i oksypochodnych, obejmujace analizy

biodostepnosci, bioaktywnosci 1 bezpieczenstwa toksykologicznego.
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2.

Cel pracy i zakres badan

Celem gtownym pracy byta identyfikacja produktéw termiczno-oksydacyjnych przemian

stigmasterolu i jego estrow oraz analiza ich cytotoksycznosci, genotoksyczno$ci

1 mutagennosci.

Cele szczegbdlowe:

1.

Synteza estrow stigmasterolu z kwasem linolowym i oleinowym oraz ich obrobka
termiczna (60 °C 1 180 °C) w warunkach tlenowych.

Charakterystyka chemiczna stigmasterolu, linolanu stigmasterolu i oleinianu
stigmasterolu oraz identyfikacja produktow przemian termiczno-oksydacyjnych tych
zwiazkow.

Analiza cytotoksycznoséci i genotoksycznosci stigmasterolu, linolanu stigmasterolu
i oleinianu stigmasterolu oraz produktow ich termiczno-oksydacyjnych przemian
w odniesieniu do ludzkich prawidtowych komorek nabtonka jelitowego i watroby.
Ocena wplywu stigmasterolu, jego estrow i produktoéw ich przemian termiczno-
oksydacyjnych na integralno$¢ i funkcjonalno$¢ nabtonka jelitowego in vitro.

Analiza aktywno$ci mutagennej i promutagennej stigmasterolu, jego estrow

i produktow powstajacych podczas obrobki termiczno-oksydacyjnej.

Schemat badan wykonanych dla realizacji celow pracy przedstawiono na rycinie 3.
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Przygotowanie zwigzkoéw do
analiz chemicznych
i biologicznych

Charakterystyka chemiczna
stigmasterolu, jego estrow
oraz produktow ich obrobki
termiczno-oksydacyjnej

Analizy aktywnosci
biologicznej stigmasterolu,
jego estrow i produktow
przemian termiczno-
oksydacyjnych

Rycina 3. Schemat badan

~

*Synteza estrow stigmasterolu z kwasem linolowym i oleinowym

e Termiczno-oksydacyjna  obrobka  stigmasterolu 1  jego
(60 °C, 12 h; 180 °C, 8 h)

estrow

/

~

*Analiza zawartosci stigmasterolu i kwasow tluszczowych we frakcjach
analizowanych zwigzkow

*ldentyfikacja i ilo§ciowe 0znaczenie produktow termiczno-oksydacyjnej
degradacji stigmasterolu i jego estrow

* Analiza oligomerdéw po termicznej oksydacji stigmasterolu i jego estrow

/

*Analizy cytotoksycznosci stigmasterolu i jego estrow dla kom®
nabtonka jelitowego i watroby in vitro

*Okreslenie mechanizmu dziatania stigmasterolu i estrow stigmasterolu
poprzez analize ich wptywu na przebieg cyklu komoérkowego i proces
apoptozy

*Analiza wplywu stigmasterolu i jego estroéw na poziom reaktywnych
form tlenu w komoérkach nabtonka jelitowego

+Ocena potencjalnej genotoksycznosci stigmasterolu i jego estrow
poprzez detekcje peknie¢ nici DNA w pojedynczych komoérkach

*Ocena potencjalu mutagennego i promutagennego analizowanych
zZwiazkow

*Analiza wptywu stigmasterolu i estrow stigmasterolu na integralno$é¢
i funkcjonalnos¢ bariery jelitowej w modelu komorkowym Caco-2 j
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Hipotezy badawcze:

1.

Warunki obrobki termiczno-oksydacyjnej stigmasterolu oraz estrow stigmasterolu
z kwasem linolowym i oleinowym wptywaja na generowanie produktow degradacji
i oksypochodnych.

Estryfikacja stigmasterolu z kwasem linolowym lub kwasem oleinowym zwigksza
jego stabilno$¢ termiczng 1 oksydacyjng oraz ogranicza tworzenie oksypochodnych
stigmasterolu.

Stopien nienasycenia tancucha weglowego kwasu tluszczowego wptywa na ilos¢
produktow generowanych podczas obrobki termiczno-oksydacyjnej linolanu
i oleinianu stigmasterolu.

Estry stigmasterolu (linolan i oleinian stigmasterolu) i produkty ich przemian
termiczno-oksydacyjnych w mniejszym stopniu oddziatuja na komorki uktadu
pokarmowego niz wolny stigmasterol i jego pochodne produkowane podczas
ogrzewania.

Stopien nienasycenia tancucha weglowego kwasu tluszczowego wplywa
na reaktywnos$¢ biologiczng i oksydacyjng estrow stigmasterolu i produktow
tworzonych podczas ich obrobki termiczno-oksydacyjnej

Stigmasterol, estry stigmasterolu i produkty generowane podczas przemian
termiczno-oksydacyjnych mogg wptywac na integralnos¢ i funkcjonalnosé bariery

jelitowej.
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3. Materialy i metodyka badan

3.1. Analizowane zwigzKi

e stigmasterol (C29Hsg0O, stigmasta-5,22-dien-3-ol)

e linolan stigmasterolu

e oleinian stigmasterolu

Stigmasterol i jego estry byly poddawane obrdbce termicznej w temperaturze 60 °C
przez 12 godzin lub w temperaturze 180 °C przez 8 godzin w warunkach tlenowych. Struktury

chemiczne analizowanych zwigzkow przedstawiono na rycinie 4.
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Rycina 4. Struktura analizowanych zwigzkoéw: stigmasterolu oraz jego estrow z kwasem oleinowym

i linolowym

3.2. Otrzymywanie estrow stigmasterolu na drodze estryfikacji chemicznej

Oleinian oraz linolan stigmasterolu otrzymano na drodze chemicznej estryfikacji zgodnie
z metodg Neisesa i Steglicha (1978). W pierwszym etapie, stigmasterol (Sigma Aldrich)
w ilo$ci 500 mg rozpuszczono w dichlorometanie w objgtosci 30 ml i umieszczono w kolbie
trdjszyjnej. Powietrze wypelniajace kolbg zastgpowano azotem. Nastgpnie do kolby

wprowadzano katalizatory reakcji: 500 mg DCC (N,N’- Dicykloheksylokarbodiimid; Sigma-
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Aldrich) i 15 mg DMAP (4-Dimetyloaminopirydyna; Sigma-Aldrich) oraz 600 mg
odpowiedniego kwasu tluszczowego (oleinowego lub linolowego) (Sigma Aldrich).
Estryfikacje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24 godziny bez dostepu $wiatla,
po czym mieszaning reakcyjng umieszczano w rozdzielaczu i dodawano do niej 10 ml wody
destylowanej. Po wymieszaniu i1 rozdzieleniu si¢ faz zbierano dolng warstwe thuszczowa.
Procedur¢ powtarzano trzykrotnie. Z uzyskanej frakcji thuszczowej odparowywano
rozpuszczalnik w temperaturze 30 °C w wyparce rotacyjnej Laborote 4000 (Heidolph,
Schwabach, Niemcy), a pozostato$¢ rozpuszczano w 20 ml heksanu. Mieszaning oczyszczano
na kolumnie chromatograficznej (45%2,5 ¢cm) wypetnionej zelem krzemionkowym (Sigma
Aldrich). Zwiazki bylty wymywane z kolumny przy pomocy mieszaniny heksan:dioctan etylu
(9:1, v/v) o objetosci 450 ml. Czystos¢ uzyskanych frakcji byla oznaczana przy pomocy

chromatografii cienkowarstwowej TLC.

3.3. Ogrzewanie badanych zwigzkéow

Stigmasterol 1 jego estry rozporcjowano po ok. 50 mg do szklanych fiolek, ktore
wypelniano tlenem i umieszczano w suszarce laboratoryjnej, gdzie prowadzono proces obrobki
termicznej zwigzkow, poprzez ich ogrzewanie w temperaturze 60 °C przez 12 godzin lub w
temperaturze 180 °C przez 8 godzin przy dostepie tlenu. Proby po ogrzewaniu przechowywano

w temperaturze -18 °C.

3.4. Analiza zawartosci stigmasterolu w analizowanych zwigzkach

Zawarto$¢ stigmasterolu w badanych probach okre§lano z wykorzystaniem metodyki
AOCS Official Method Ch 6-91(1997). W pierwszym etapie analizy prowadzono reakcje
zmydlania (0,2 mg estru zmydlano z 1M KOH w metanolu) w temperaturze pokojowej przez
18 godzin. Nastepnie do mieszaniny dodawano wodg¢ destylowang i ekstrahowano niezmydlone
sktadniki za pomoca mieszaniny heksan:eter metylo-tert-butylowy w stosunku 1:1 (v/v).
Rozpuszczalnik odparowano pod strumieniem azotu. Pozostalo$¢ rozpuszczano w 100 pl
pirydyny (Sigma-Aldrich) i sylilowano za pomocg 400 pul odczynnika BSTFA (N,O-
Bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid) z dodatkiem 1% TMCS (Trimetylochlorosilan) (Fluka
Chemie).

Proby rozdzielano na chromatografie gazowym Hewlett Packard 6890 wyposazonym

w kolumne kapilarng DB-35MS (25 mx0,20 mm; 0,33 pum; J&W Scientific). Probki
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nastrzykiwano bez podziatu strumienia. Kolumna pracowala w programie temperatur
od 160 °C (5 minut) przez 250 °C (1 minuta) z szybko$cig zmiany 25 °C/min do temperatury
290 °C z szybkoscig zmiany 3 °C/min. Temperature koncowa kolumny (290 °C) utrzymywano
przez 20 minut. Temperatura detektora wynosita 300 °C. Jako gaz nos$ny zastosowano wodor
przy szybkosci przepltywu na poziomie 1,5 ml/min. Jako standard wewngtrzny zastosowano

Sa-cholestan (Sigma-Aldrich).

3.5. Analiza zawartos$ci kwasow tluszczowych w badanych zwiazkach

Zawarto$¢ kwasow tluszczowych okreslano za pomocg metody AOCS Official Method
Ce 1 k-07 (2007). W pierwszym etapie badane estry w ilosci 100 pg umieszczano w szklanych
fiolkach i hydrolizowano przy pomocy 0,5 M KOH w metanolu. Nastgpnie kwasy thuszczowe
metylowano z katalizatorem - 14% trifluorkiem boru (Sigma-Aldrich) w metanolu.

Uzyskane estry metylowe kwasow tluszczowych analizowano na chromatografie
gazowym Hewlett Packard 5890 Series II wyposazonym w kolumng kapilarng Supelcowax 10
(30 m x 0,25 mm; 0,25 pm; Supelco). Probki nastrzykiwano bez podzialu strumienia.
Temperatura iniektora oraz detektora wynosita 240 °C. Temperatur¢ kolumny utrzymywano
na statym poziomie rownym 210 °C. Jako gaz nos$ny zastosowano wodor przy szybkosci

przeptywu 1 ml/min. Jako standard wewngtrzny zastosowano heptadekanial metylu.

3.6. Analiza produktéw degradacji stigmasterolu i jego estrow

Oznaczanie produktow degradacji stigmasterolu i jego estrow przeprowadzono zgodnie
z procedurg opisang przez Raczyk i in. (2017). W pierwszym etapie mieszaning zawierajaca
ester stigmasterolu lub stigmasterol (100 pg), 19-hydroksycholesterol (Steraloids) (20 pg) jako
standard wewngtrzny oraz 10% metanolan sodu w metanolu (2 ml) umieszczano w fiolce
1 poddawano intensywnemu mieszaniu na worteksie. Frakcje zawierajaca oksyfitosterole
ekstrahowano za pomocg chloroformu, po czym odparowywano rozpuszczalnik pod
strumieniem azotu. Pozostato$¢ zawieszano w 250 pl chloroformu i frakcjonowano za pomoca
kolumn SEP-PAK NH2 (Waters). Frakcje¢ oksyfitosteroli wymywano acetonem, a nastepnie
rozpuszczalnik odparowywano pod strumieniem azotu. Pozostato$¢ poddawano derywatyzacji
za pomocg odczynnika BSTFA oraz 1% TCMS (Fluka Chemie).

Derywaty analizowano na chromatografie gazowym Hewlett Packard 6890

wyposazonym w kolumn¢ DB-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 um; J&W Scientific). Probki

33



nastrzykiwano bez podzialu strumienia. Kolumna pracowala w programie temperatur
od 160 °C (1 minuta) przez 270 °C (1 minuta) z szybko$cig zmiany 40 °C/min do temperatury
280 °C z szybkoscig zmiany 4 °C/min. Temperature koncowa kolumny (280 °C) utrzymywano
przez 25 minut. Temperatura iniektora oraz detektora wynosita 300 °C. Jako gaz nos$ny

zastosowano wodor przy szybkosci przeptywu na poziomie 1 ml/min.

3.7. Analiza oligomeréw po obrobce termiczno-oksydacyjnej stigmasterolu i jego

estrow

Oligomery powstajagce w wyniku ogrzewania stigmasterolu i jego estrow rozdzielono
na frakcj¢ polarng i frakcje niepolarng wedlug metody opisanej przez Kmiecik i in. (2018).
Ogrzewane zwiazki rozpuszczano w toluenie 1 nanoszono na kolumne z zelem
krzemionkowym. Frakcje niepolarng wymywano za pomocg mieszaniny heksanu i eteru
diizopropylowego (82:18, v/v), a nastgpnie frakcj¢ polarng wymywano za pomocg eteru
diizopropylowego.

Czysto$¢ obu frakcji sprawdzano za pomoca chromatografii TLC. Plytke z Zelem
krzemionkowym rozwijano za pomocg mieszaniny heksan : eter diizopropylowy (82:18, v/v),
spryskiwano mieszaning siarczanu miedzi, kwasu fosforowego i metanolu (Sigma-Aldrich),
a nastgpnie ogrzewano w temperaturze 120 °C.

Sktad oligomeréw oznaczano metoda chromatografii cieczowej HPLC/SEC-ELSD
na dwoch potaczonych szeregowo kolumnach Phenogel (100A i 500A, 5 ul, 300 x 7,8 mm;
Phenomenex, Torrance, CA, USA). Temperatura kolumny oraz detektora $wiatta
rozproszonego wynosita 30 °C, ci$nienie detektora wynosito 2,5 bara. Nastrzykiwano probe

o objetosci 1 pl. Fazg ciekla stanowit dichlorometan o szybkosci przeptywu 1 ml/min.

3.8. Analizy cytotoksycznosci stigmasterolu i jego estrow dla komérek ukladu
pokarmowego in vitro

3.8.1. Linie komorkowe

W badaniach zastosowano nastepujace linie komorkowe:
e Ludzkie prawidlowe komorki nabtonka jelita cienkiego linii FHs 74 Int
(ATCC®CCL-241™)
e Ludzkie prawidtowe komodrki nabtonka jelita grubego linii CCD 841 CoN
(ATCC®CRL-1790™)
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e Ludzkie prawidtowe komorki watroby linii THLE-2 (ATCC®CRL-2706™)
e  Ludzkie komorki nabtonka okreznicy linii Caco-2 (ATCC®HTB-37™)
Wszystkie linie komoérkowe stosowane w badaniach pozyskano z kolekcji ATCC

(American Type Culture Collection, Manassas, Wirginia, USA).

3.8.2. Warunki hodowli komorek

Hodowle komoérek prowadzono zgodnie z procedurg rekomendowang przez kolekcje
ATCC, z ktérej zostaly pozyskane.

Komorki nabtonka jelita cienkiego linii FHs 74 Int hodowano w pozywce Hybri-Care
Medium ATCC 46-X (ATCC) z dodatkiem naskorkowego czynnika wzrostu (EGF, epidermal
growth factor, Sigma-Aldrich) w ilosci 30 ng/ml i 10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS,
foetal bovine serum) (Gibco, Thermo Fisher Scientific Polska).

Do hodowli komorek nabtonka jelita grubego linii CCD 841 CoN stosowano pozywke
EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium, ATCC 30-2003) suplementowang 10% FBS.

Komoérki watroby linii THLE-2 hodowano w pozywce BEGM™ (Bronchial Epithelial
Cell Growth Medium, Lonza Clonetics®, Walkersville, USA) wzbogaconej w czynniki zawarte
w zestawie do hodowli BEGM Bullet Kit (Lonza), w dodatkowa porcje EGF (5 ng/ml),
fosfoetanoloaming (70 ng/ml) i 10% FBS. Hodowle komorek watroby prowadzono
w naczyniach o powierzchni wzrostu oplaszczonej macierza zawierajacg fibronektyne
(0,01 mg/ml), kolagen typu I (0,03 mg/ml) i albuming bydlgcg (0,01 mg/ml). Elementy
sktadowe zelu byly rozpuszczane w pozywce BEGM ™.,

Hodowle ludzkich komorek linii Caco-2 prowadzono w pozywce DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich) suplementowanej 1% mieszaning niezbgdnych
aminokwasow (MEM Non-essential Amino Acid Solution, 100x, Sigma-Aldrich) i 10% FBS.

Podczas rutynowych hodowli do kultur komoérkowych dodawano gentamycyneg
w stezeniu 50 mg/l.  Wszystkie komorki stosowane w badaniach byly hodowane
w temperaturze 37 °C, w atmosferze gazowej zawierajacej 95% powietrza i 5% COz. Z uwagi
na to, ze komorki wykazywaty wzrost typu adherentnego (przylegajacego), do uwalniania
komorek od powierzchni naczynia hodowlanego stosowano roztwor trypsyno-wersenu (Sigma-
Aldrich). Po uwolnieniu komoérek trypsyn¢ inaktywowano za pomoca pozywki z dodatkiem
FBS. Wyjatek stanowila inaktywacja trypsyny podczas pasazowania komorek linii THLE-2,

do ktdrej zastosowano sojowy inhibitor trypsyny (Gibco).
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3.8.3. Testy cytotoksycznoSci

Analiza cytotoksycznos$ci stigmasterolu, jego estrow 1 produktéw termiczno —
oksydacyjnej degradacji tych zwigzkow przeprowadzana byta przy pomocy dwoch testow:
testu MTT (Sigma-Aldrich) oraz testu MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay (MT-FMC)
(Promega). Dodatkowo wplyw zwigzkow na komorki linii CCD 841 CoN analizowano
za pomoca testu BrdU (bromodeoksyurydyna).

Test MTT oparty jest na oznaczeniu aktywno$ci dehydrogenazy mitochondrialnej -
enzymu obecnego w zywych, aktywnych metabolicznie komorkach. Przeksztatca
on rozpuszczalng w wodzie sol tetrazolowg o kolorze z6itym (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
yl)-2,5-difenylotetrazolowy) w forme¢ zredukowang - nierozpuszczalny w wodzie formazan
0 barwie fioletowej, gromadzony w komoérkach w postaci krysztatow. Po ekstrakcji
i rozpuszczeniu krysztaldow formazanu w izopropanolu powstaje barwny roztwoér, ktorego
intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie. Intensywnos¢ barwy roztworu
jest wprost proporcjonalna do ilo$ci powstalego produktu i posrednio do liczby zywych,
aktywnych metabolicznie komorek.

W skojarzonym tescie MT-FMC aktywno$¢ proteaz komorek zywych mierzona jest
za pomoca fluorogenicznego substratu peptydowego GF-aminofluorokumaryny (glycyl-
phenylalanyl-aminofliorocoumarin). Po wniknigciu substratu do komorki jest on rozszczepiany
przez proteazy zawarte w zywej komoérce z uwolnieniem aminofluorokumaryny i emisja
sygnatu fluoroscencyjnego, proporcjonalnego do ilo$ci zywych komorek. Drugi substrat
peptydowy bis-AAF-R110 (bis-alanyl-alanyl-phenylalanyl-rhodamine 110) stuzy do pomiaru
aktywnosci proteazy uwolnionej z komorek w wyniku utraty integralnosci bton komérkowych.
Substrat ten nie wnika do komoérek z nienaruszong btona komorkowa. Uwolniony produkt
oznaczany jest poprzez pomiar fluorescencji wytworzonej przez rodaming 110 zawarta
w odczynniku dotgczonym do zestawu.

BrdU jest syntetycznym analogiem nukleozydu tymidyny, ktéry wbudowuje si¢
do nowopowstajacego DNA podczas replikacji w fazie syntezy cyklu komorkowego. Detekcja
wbudowanych czasteczek BrdU jest mozliwa dzigki zastosowaniu specyficznego przeciwciala
skierowanego przeciw BrdU sprzezonego z enzymem. Reakcja enzymu z chromogennym
substratem pozwala na kolorymetryczng analize syntezy DNA 1 zdolno$ci komorek
do proliferacji w obecnosci analizowanych zwigzkow.

W pierwszym etapie analiz hodowle komorek zakladano na ptytkach 96-dotkowych
transparentnych (test MTT) lub biatych, rekomendowanych do pomiaru fluorescencji (test
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MT-FMC) przy zastosowaniu inokulum 2 x 10* komérek/cm?. Hodowle inkubowano przez
24 godziny w temperaturze 37 °C przy 5% CO2. Analizowane zwigzki rozpuszczano
1 rozcienczano w acetonie w celu uzyskania odpowiednich stgzen. Nastepnie przygotowane
zwiazki rozcienczano w pozywkach w celu uzyskania st¢zen: 1,25; 2,5; 5; 10; 20 1 40 ug/ml,
przy zachowaniu stalego stezenia rozpuszczalnika w hodowli. Analizowane zwiazki
wprowadzano do 24-godzinnych kultur komérkowych i eksponowano komorki przez kolejne
72 godziny w standardowych warunkach hodowli. W kazdej analizie przygotowano hodowle
kontrolng, w ktérej komorki byly eksponowane na rozpuszczalnik, w stezeniu analogicznym
jak w probach wiasciwych. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w co najmniej trzech
powtorzeniach.

Na podstawie wynikow testu MTT wykreslono krzywe opisujace zaleznos¢ zywotnosci
komorek od stezenia badanych zwiazkow oraz na podstawie modelu matematycznego
obliczono dawki cytotoksyczne EC (effective concentration), w tym: pierwsza dawke toksyczna
(EC10), wiasciwa dawke toksyczng (ECsp) i dawke letalng (ECoo), okreslajace stezenie
stigmasterolu i jego estrow powodujace odpowiednio: 10-, 50- i 90-procentowe ograniczenie

proliferacji 1 zywotnosci komorek.

3.8.3.1. Test MTT

Po 72 godzinach inkubacji komoérek z analizowanymi zwigzkami, do hodowli komoérek
wprowadzono odczynnik MTT przygotowany w DMEM bez czerwieni fenolowej w stezeniu
koncowym 0,5 mg/ml. Komérki inkubowano z MTT przez 3 godziny w standardowych
warunkach hodowli (37 °C, 5% CO). Po inkubacji powstaly formazan ekstrahowano
z komorek izopropanolem. Ekstrakcje prowadzono na kotysce laboratoryjnej z mieszaniem
przez 20 minut. Formazan oznaczano spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji przy
dlugosci fali wlasciwej A = 570 nm 1 referencyjnej A = 690 nm. Pomiary wykonano przy uzyciu

czytnika mikroptytek TECAN Infinite M200 (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Switzerland).

3.8.3.2. Test skojarzony MT-FMC

Po 72 godzinach inkubacji komoérek z pochodnymi stigmasterolu przeprowadzono
analizg cytotoksycznos$ci przy pomocy testu MT-FMC. Analiz¢ wykonano zgodnie z instrukcja
zalecang przez producenta. Fluorescencj¢ mierzono z wykorzystaniem czytnika mikroptytek

TECAN Infinite M200 przy dlugosciach fali: wzbudzenia A = 400 nm, emisji A = 505 nm
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dla pomiaru ilosci zywych komorek oraz wzbudzenia A = 485 nm, emisji A = 520 nm

dla pomiaru ilo$ci komérek martwych.

3.8.3.3. Test BrdU

Komorki $§luzéwki jelita grubego linii CCD 841 CoN byly wysiewane na ptytki
96-dotkowe w stezeniu 0,2x10° komoérek/cm?. Po 24-godzinnej preinkubacji, do hodowli
wprowadzano analizowane zwigzki oraz BrdU i eksponowano komorki przez 24 godziny
w standardowych warunkach hodowli. Do ilo$ciowego oznaczenia syntezy DNA w komorkach
CCD 841 CoN eksponowanych na stigmasterol i jego pochodne zastosowano zestaw Cell
Proliferation ELISA kit firmy Roche Diagnostics GmbH (Niemcy). Analiz¢ wykonano zgodnie

z zaleceniami producenta.

3.9. Oznaczanie genotoksycznosci

Peknigcia nici DNA indukowane przez stigmasterol, jego estry i produkty ich degradacji
byly wykrywane przy zastosowaniu elektroforezy pojedynczych komorek SCGE (Single Cell
Gel Electrophoresis), powszechnie nazywanej testem kometowym. Technika ta stuzy
do analizy stopnia uszkodzen DNA, ktére zostaly wywotane w komoérce czynnikami
chemicznymi (np. mutagenami, stresem oksydacyjnym) lub fizycznymi (np. promieniowaniem
jonizujagcym i UV). Metoda polega na unieruchomieniu analizowanych komorek w agarozie
na szkietkach mikroskopowych, poddaniu ich lizie 1 przeprowadzeniu elektroforezy.
Po elektroforezie komorkowy DNA wybarwia si¢ barwnikiem fluorescencyjnym lub solami
srebra, po czym analizuje pod mikroskopem.

W analizie kometowej zastosowano komorki linii CCD 841 CoN, ktore posiano
na ptytce 6-dotkowej przy inokulum 2 x 10* komoérek/cm?. Ptytki inkubowano w temperaturze
37 °C w atmosferze 5% CO.. Po 24-godzinnej preinkubacji, do hodowli wprowadzono
analizowane zwigzki w st¢zeniach: 5, 10, 20 1 40 pg/ml. Oprdocz prob wiasciwych, w analizie
uwzgledniono rowniez dwie proby kontrolne: kontrole negatywna (i), w ktorej komorki byty
eksponowane na aceton stosowany jako rozpuszczalnik oraz kontrolg pozytywna (ii), w ktorej
komorki traktowano przez 30 minut 100 uM nadtlenkiem wodoru (H202) w celu indukcji
uszkodzen DNA. Po 48-godzinnej ekspozycji na analizowane zwiazki komodrki uwalniano
z powierzchni za pomoca roztworu trypsyny i dwukrotnie przemywano zbuforowanym

roztworem soli fizjologicznej (DPBS — Dulbecco’s phosphate buffered saline), a nastepnie
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rozcieniczano DPBS do gestosci 10° komoérek/ml. Do analizy pobierano 80 ul proby, ktora
wprowadzano do 150 pl plynnej 0,5% agarozy o niskiej temperaturze topnienia (Sigma-
Aldrich). Nastegpnie komorki zawieszone w plynnej agarozie nakladano w ilosci 60 pl
na wczesniej przygotowane szkietka podstawowe pokryte 1% agaroza o normalnej
temperaturze topnienia (Sigma-Aldrich). Szkietka podstawowe z natozonymi komorkami
przykrywano szkietkami nakrywkowymi i chlodzono przez 10 minut w temperaturze 4 °C.
Po schlodzeniu szkietka nakrywkowe delikatnie zsuwano, a szkietka podstawowe umieszczano
w buforze lizujacym (2,5 M NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100; pH = 10)
w temperaturze 4 °C na 60 minut. Po procesie lizy, szkielka trzykrotnie przemywano zimng
woda destylowang 1 umieszczano w aparacie do elektroforezy (Zestaw Kometa-DNA,
Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne). Nastepnie, szkietka zalewano zimnym buforem
do elektroforezy (300 mM NaOH, 1 mM EDTA; pH > 13) i inkubowano przez 30 minut.
W czasie inkubacji zachodzito rozluZnienie struktury i denaturacja alkaliczna DNA. Nastepnie
prowadzono elektroforezg przy napigciu 0,75 V/em, w temperaturze 4 °C przez 30 min. Podczas
elektroforezy zachodzita migracja fragmentow uszkodzonego DNA z jadra komorki
w kierunku anody, dzigki czemu formowany byl charakterystyczny ogon komety.
Po zakonczeniu elektroforezy szkietka przedmiotowe przemywano trzykrotnie woda
destylowang i umieszczano na 10 minut w zimnym buforze neutralizujagcym (0,4 M TRIS-HCI,
pH = 7,5). Nastgpnie szkietka przemywano trzykrotnie woda destylowana, osuszano
1 utrwalano przez 5 minut w 70% etanolu. Utrwalone szkietka przechowywano w eksykatorze
do momentu analizy mikroskopowej.

Preparaty wybarwiano barwnikiem SYBR-Gold (Molecular Probes™) i ogladano pod
mikroskopem fluorescencyjnym AXIOVERT 200 (Zeiss). Wyniki analizowano przy uzyciu
programu komputerowego CometScore™, oceniajac po 80-100 komérek na szkietku
przedmiotowym, przy czym z kazdej hodowli przygotowano 3 preparaty. Poziom uszkodzen
DNA wyrazano jako procentowg zawarto§¢ DNA w ogonach komet. Ponadto, w zaleznosci
od zawartoSci DNA w ogonach komet, komety klasyfikowano do pieciu kategorii,
obejmujacych klase 0 (< 1%, brak uszkodzen), klas¢ 1 (1-25%; niewielkie uszkodzenia), klas¢
2 (>25-45%; s$rednie uszkodzenia), klas¢ 3 (>45-70%; duze uszkodzenia), klase¢ 4 (> 70%;
bardzo duze uszkodzenia). Na podstawie kategoryzacji komet obliczono parametr TCS (Total
comet score) wedtug nastepujacego wzoru:

TCS=0(n)+ 1(n) +2(n) + 3(n) +4(n) (Collins 1 in. 2008)

gdzie ,,n” oznacza liczb¢ komorek w kazdej klasie komet (0—4)
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3.10. Analiza potencjalu mutagennego i promutagennego

Do analizy potencjalu mutagennego 1 promutagennego badanych zwigzkoéw
zastosowano bakteryjny test Amesa. Okresla on poziom mutacji powrotnych z histydynowej
auksotrofii do prototrofii w specjalnie skonstruowanych mutantach bakterii Salmonella
typhimurium. Zasada dzialania testu Amesa polega na wykryciu mutacji, ktore odwracaja
mutacje obecne w testowanych szczepach i przywracajg funkcjonalng zdolno$¢ bakterii
do syntezy niezbednej dla nich histydyny. Efektem rewersji mutacji jest wzrost komorek

w pozywce z niewielkim dodatkiem tego aminokwasu (Maron i Ames, 1983).

3.10.1. Zmutowane szczepy bakterii

W badaniach zastosowano pig¢ zmutowanych szczepow bakterii Salmonella enterica
subsp. enterica ser. typhimurium. Trzy szczepy bakterii: PCM 2179/ TA98, PCM 2180/ TA100
i1 PCM 2182 / TA1537 pozyskano z Polskiej Kolekcji Drobnoustrojow, znajdujacej si¢
W Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu,
zarejestrowanej w Swiatowej Federacji Kolekcji Drobnoustrojow (WFCC, nr 106) oraz
w Europejskiej Organizacji Kolekcji Drobnoustrojéw (ECCO). Jeden szczep bakterii
Salmonella enterica subsp. enterica ser. typhimurium oznaczony jako LT2 TA102 (ARCC®
AA2722™) pozyskano z kolekcji ATCC (USA). Charakterystyke stosowanych szczepow

bakterii przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka szczepow Salmonella enterica subsp. enterica ser. typhimurium

zastosowanych w tescie Amesa (Sugiyama i in., 2016).

Szczep Mutacje Plazmidy

S. typhimurium TA98 hisD3052 rfa 4(gal chl bio uvrB) pKM101

S. typhimurium TA100 hisG46 rfa 4(gal chl bio uvrB) pKM101

S, typhimurium TA102 hisG428 rfa galE his4(G)8476 pKM101, pAQ1
S. typhimurium TA1537 hisC3076 rfa 4(gal chl bio uvrB) brak

Wszystkie stosowane szczepy sa nosicielami mutacji rfa powodujacej czgsciowa utrate
bariery  lipopolisacharydowej,  pokrywajacej  powierzchni¢  bakterii, zwigkszajac

przepuszczalno$¢ dla duzych czasteczek, ktére nie przenikaja przez normalng $ciang
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komorkows. Poszczegdlne szczepy testowe rdznig si¢ od siebie mutacjami w operonie
histydynowym: hisD3052 (szczep TA98), hisG46 (szczep TA100), hisG428 (szczep TA102)
oraz hisC3076 (szczep TA1537). Dodatkowo, szczepy TA98, TA100 oraz TA1537 maja
mutacj¢ polegajaca na delecji genu uvrB, zwigzanego z system naprawy DNA, co skutkuje
znacznie zwiekszong czutoscig w wykrywaniu wielu mutagendéw. Delecja wycinajaca gen uvrB
rozcigga si¢ na gen reduktazy azotanowej chl oraz gen gal sprawiajacy, ze szczepy testowe
sa niepatogenne, a takze gen bio, w wyniku czego bakterie do wzrostu potrzebuja biotyny.
Szczepy testowe TA98, TA100 1 TA102 zawierajg plazmid czynnika R (pKM101), zawierajacy
gen mucAB, ktéry zawiera gen oporno$ci na ampicyling oraz warunkuje mutageneze zalezng
od systemu btednej naprawy DNA. Mutacje w tych szczepach sg odwracane przez szereg
mutagenow, ktore nie sg wykrywane lub sag stabo wykrywane przez szczepy rodzicielskie bez
czynnika R. Szczep TA102 oprocz plazmidu pPKM101 zawiera rowniez wielokopiowy plazmid
pAQI, ktory przenosi mutacj¢ hisG428 i gen opornos$ci na tetracykling. Dodatkowo szczep ten
zawiera mutacje w genie galE (Ames i in., 1973; Maron i Ames, 1983; Sugiyama i in., 2016).
W doswiadczeniach oprocz aktywnos$ci mutagennej okre§lono roéwniez aktywnosé
promutagenng badanych zwigzkow, poprzez ich aktywacje metaboliczng w obecnosci frakeji

mikrosomalnej watroby szczura po indukcji za pomoca Aroclor 1254.

3.10.2. Analiza wlasciwo$ci mutagennych i promutagennych

Oznaczenia wlasciwosci mutagennych 1 promutagennych badanych zwiazkow
przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang przez Marona i Amesa (1983), po wprowadzeniu
modyfikacji wtasnych.

Mieszaniny reakcyjne przygotowane do analiz w te§cie Amesa zawieraty nastgpujace sktadniki:

e zawiesing bakterii Salmonella typhimurium pochodzaca z 16-godzinnej hodowli
prowadzonej w bulionie wzbogaconym glukoza w temperaturze 37 °C

e analizowane zwigzki: stigmasterol, linolan stigmasterolu i oleinian stigmasterolu w trzech
formach jako: nie poddawane ogrzewaniu (i), ogrzewane w temperaturze 60 °C przez
12 godzin (ii) oraz 180 °C przez 8 godzin (iii). Wszystkie zwigzki byly analizowane
w trzech stgzeniach: 10, 20 1 40 pg/ml. Kontrole negatywna stanowita proba z dodatkiem
acetonu, ktory byt stosowany jako rozpuszczalnik analizowanych zwigzkow.

e mutagen wzorcowy w probach stanowigcych kontrole pozytywng. Mutageny wzorcowe
zastosowano w dawkach optymalnych dla indukcji mutacji w poszczegdlnych szczepach

bakterii, jak przedstawiono w tabeli 4
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e roztwdr stymulujgcy przemiany metaboliczne zwigzkow, zawierajacy watrobowa frakcje

mikrosomalng pochodzenia szczurzego S9 (Sigma-Aldrich) w ilosci 20 pl, 6 mM glukozo-

6-fosforan (Sigma-Aldrich), 4 mM NADP (Sigma-Aldrich), roztwor soli potasu i magnezu
(1,65 M KCl, 0,4 M MgCl») oraz 0,2 M PBS; objetos¢ catkowita roztworu aktywacyjnego

wynosita 0,5 ml

e PBS w ilosci uzupetniajacej objetos¢ koncowg mieszaniny reakcyjnej do 1 ml

Sktad ilosciowy mieszanin reakcyjnych stosowanych w tescie Amesa zostal podany w tabeli 5.

Przygotowane mieszaniny reakcyjne poddawano pre-inkubacji w tazni wodnej

w temperaturze 37 °C przez 20 minut. Po inkubacji mieszaning reakcyjna wprowadzano

do 3 ml uplynnionego agaru powierzchniowego o temperaturze 48 °C z dodatkiem 300 pl

roztworu zawierajacego biotyne (0,01%) i histydyne (0,01%). Catos¢ wylewano na plytki

Petriego z zestalonym podtozem agarowym zawierajagcym sole mineralne Vogel-Bonnera

1 glukoze (10%). Ptytki po wykonaniu posiewu inkubowano w temperaturze 37 °C przez

48 godzin, po czym liczono wyroste kolonie. Kazda analiz¢ wykonano w co najmniej

3 powtdrzeniach.

Tabela 4. Mutageny wzorcowe stanowigce kontrole pozytywna w analizach mutagennosci. Dawki
mutagenow zostaty dobrane eksperymentalnie.

Szczep Mutagen / promutagen Dawka (ng/ptytke)
TA98 2-aminofluoren 200

TA100 azydek sodu 1

TA102 TERT-butyl-H.0> 50
TA1537 9-aminoakrydyna 25

TA98, TA100, TA1537 _ 20

2-aminoantracen
TA102 10

42



Tabela 5. Sktad mieszanin reakcyjnych stosowanych w analizach mutagennos$ci i promutagennosci
analizowanych zwiazkoéw z zastosowaniem testu Amesa

Mieszanina reakcyjna 1 2 3 4 5 6
Analiza wlasciwos$ci mutagennych
Kontrola pozytywna 100 pl 10 pl - - - 890 ul
Kontrola negatywna 100 pl - - 10 ul - 890 ul
Proba badana 100 pl - 10 ul - - 890 nl
Analiza wlasciwosci promutagennych
Kontrola pozytywna 100 pl 10 ul - - 500 ul | 390 ul
Kontrola negatywna 100 pl - 10 ul 10 ul 500 ul | 390 ul
Proba badana 100 ul - 10 pl - 500 pul | 390 pl

(1) — zawiesina bakterii, (2) - mutagen w odpowiedniej dawce referencyjny dla kazdego ze szczepow
bakterii, (3) — analizowane zwiazki w stezeniach 10, 20 1 40 ug/10 pl, (4) - aceton jako rozpuszczalnik
analizowanych zwigzkow negatywnej, (5) — roztwor zawierajacy frakcje mikrosomalna, (6) —bufor PBS

Na podstawie uzyskanych wynikow obliczono aktywno$¢ mutagenng (AM) mutagenow

referencyjnych oraz stigmasterolu i jego estréw, stosujac nastepujace roéwnanie:
AM = (Rm — Rs) / Rs

gdzie: Rm oznacza ilo$¢ rewertantow indukowanych mutagenem/promutagenem wzorcowym
w kontroli pozytywnej lub analizowanym zwigzkiem w probie badanej; Rs oznacza ilos¢

rewertantow spontanicznych otrzymanych w kontroli negatywne;.

3.11. Oznaczenie reaktywnych form tlenu

RFT wytwarzane w komorkach eksponowanych na stigmasterol, estry stigmasterolu
oraz produkty ich termicznej degradacji analizowano za pomoca zestawu Cellular Reactive
Oxygen Species Detection Kit (Deep Red Fluorescence) firmy Abcam. Test umozliwia
wykrywanie nadtlenkéw i rodnikéw hydroksylowych gromadzonych wewnatrz komorek.
W analizie stosowany jest barwnik ROS Deep Red, ktory przenika przez btony komorkowe
i reaguje z RFT produkowanymi w komorce, generujac sygnat czerwonej fluorescencji.

Wplyw stigmasterolu 1 jego pochodnych na komorkowy status oksydacyjny
analizowano w hodowlach komorek nablonka jelita grubego linii CCD 841 CoN. Hodowle
zaktadano na plytce 96-dotkowej przy inokulum 2 x 10* komorek/cm?, po czym prowadzono

inkubacje przez 24 godziny w temperaturze 37 °C przy 5% zawartosci CO2. Przygotowane
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24-godzinne hodowle poddawano ekspozycji na badane zwigzki rozpuszczone w acetonie
i rozcienczane w pozywce do osiggnigcia zatozonych stezen: 5, 10, 20 1 40 pg/ml. Jako kontrolg
negatywna zastosowano pozywke z dodatkiem acetonu; stezenie acetonu bylo tozsame jak
w probach wiasciwych. Do kontroli pozytywnej wprowadzano 50 uM H2O2 w celu indukcji
RFT. Wszystkie analizy zostaly wykonane w trzech powtorzeniach.

Detekcje RFT za pomoca zestawu Cellular Reactive Oxygen Species Detection Kit
(Deep Red Fluorescence) przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta. Do hodowli
dodawano po 100 ul przygotowanego odczynnika i plytki inkubowano przez 30 minut
w temperaturze 37 °C w atmosferze 5% COz. Po inkubacji dokonywano pomiaru fluorescencji
na czytniku mikroptytek TECAN Infinite M200 przy nastgpujacych dlugosciach fali:

wzbudzenie A = 650 nm, emisja A = 675 nm.

3.12. Oznaczenie aktywnosci kaspaz-3/7

Kaspaza-3 i1 kaspaza-7 odgrywaja kluczowsg rolg¢ w fazie wykonawczej procesu
apoptozy. Do analizy aktywnosci tych enzyméw w komoérkach nabtonka jelita grubego linii
CCD 841 CoN zastosowano zestaw Apo-ONE Homogenous Caspase-3/7 Assay (Promega).
W oznaczeniu stosowano substrat specyficzny dla kaspaz 3 i 7, ktérym jest profluorescencyjny
zwigzek Z-DEVD-R110. Aktywna kaspaza 3 1 7 powoduje rozszczepienie substratu i usunigcie
sekwencji peptydow DEVD, czemu towarzyszy uwolnienie silnie fluorescencyjnej rodaminy
R110. Fluorescencja byta odczytywana przy dtugosci fali wzbudzenia A = 499 nm oraz emisji
A =521 nm. Substrat Z-DEVD-R110 ulega rozszczepieniu tylko w komorkach apoptotycznych
zawierajacych aktywne kaspazy 3/7; wynik pomiaru fluorescencji koreluje z aktywnoscig tych
enzymow.

Komorki hodowano w bialej plytce 96-dotkowej przystosowanej do pomiaru
fluorescencji (BD Falcon). Hodowle byly zaktadane przy poczatkowej gestosci komorek
2 x 10* komoérek/cm? Komorki hodowano w standardowych warunkach temperatury
1 atmosfery gazowej (37 °C; 5% CO2). Po 24 godzinach hodowli, komorki eksponowano
na analizowane zwiazki rozpuszczone w acetonie i rozcienczone w pozywce do uzyskania
stezen 5, 10, 20 140 pg/ml. W kontroli negatywnej zastosowano pozywke z dodatkiem acetonu,
ktory byt obecny we wszystkich hodowlach komorek traktowanych testowanymi zwigzkami.
Kontrolg¢ pozytywna stanowila hodowla z dodatkiem 50 uM kamptotecyny jako substancji
referencyjnej indukujacej proces apoptozy. Wszystkie analizy przeprowadzono w trzech

powtorzeniach, zgodnie z instrukcjg opracowang przez producenta.
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3.13. Analiza cyklu komérkowego

Analize¢ cyklu komoérkowego przeprowadzono w hodowli komérek CCD 841 CoN
eksponowanych na stigmasterol oraz estry stigmasterolu (nieogrzewane i ogrzewane
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin oraz w temperaturze 180 °C przez 8 godzin) w st¢zeniach
10, 20 i 40 pg/ml. Komoérki po ekspozycji na badane zwigzki uwalniano z powierzchni
za pomocg trypsynizacji i przeptukiwano dwukrotnie buforem DPBS. Do osadu komérkowego
dodawano 70% etanol. Zawiesing komorek inkubowano w temperaturze 4 °C przez 30 minut
w celu utrwalenia komoérek 1 zwigkszenia przepuszczalnosci blon komorkowych. Nastepnie
komorki wirowano i dwukrotnie przeptukiwano za pomocg DPBS. Do osadu komérkowego
dodawano DPBS zawierajacy jodek propidyny (50 pg/ml) i RNAz¢ (100 pg/ml). Barwienie
prowadzono w temperaturze 37 °C przez 30 minut, po czym komorki analizowano

na cytometrze przeptywowym Amnis"™FlowSight™ (Luminex Corporation, USA).

3.14. Analiza wplywu stigmasterolu i estrow stigmasterolu na nablonek jelitowy
Caco-2

3.14.1. Przygotowanie modelu nablonka jelitowego Caco-2

Komorki linii Caco-2 posiewano na polprzepuszczalne membrany z politereftalanu
etylenu (PET, polyethylene terephthalate) o porowatosci 0,4 um (Millicell® Cell Culture
Inserts, Millipore, Merck Group) przy poczatkowej ilosci komoérek 4 x 10° komorek/cm?.
Hodowle prowadzono w pozywce DMEM suplementowanej FBS (20% v/v) i mieszaning
niezbednych aminokwasow (1%). Do hodowli dodawano rowniez gentamycyne (50 mg/l).
Pozywke wymieniano co 2-3 dni zaleznie od stadium hodowli. Hodowle prowadzono przez
21 dni w celu uzyskania integralnego, w pelni funkcjonalnego modelu nabtonka jelitowego.
Tworzenie $cistych polaczen migdzykomorkowych 1 szczelnej bariery jelitowe) monitorowano
poprzez pomiar przeznablonkowej opornosci elektrycznej (TEER, transepithelial electrical
resistance). Pomiar TEER wykonywano przy pomocy woltomierza Millicell ERS-2 (Millipore,

USA) w dniach, w ktérych wymieniano pozywke hodowlang.

3.14.2. Analiza integralnosci i przepuszczalnosci nablonka jelitowego

Stigmasterol 1 estry stigmasterolu rozpuszczone w acetonie i rozcienczone w pozywce
wprowadzono na nabtonek jelitowy Caco-2. W kontrolach pozytywnych zastosowano dwa
zwigzki referencyjne: aspiryne (40 mM) i czynnik martwicy nowotworu TNF-a (50 ng/ml),
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powodujgce naruszenie szczelnosci nabtonka jelitowego (Liu i in., 2016). Po 4-godzinnej i
24-godzinnej ekspozycji, oznaczano wptyw zwigzkow na integralno$¢ bariery jelitowej przez
pomiar parametru TEER oraz wptyw na przesigkliwo$¢ nablonka przez pomiar przenikalnos$ci
dekstranu znakowanego izotiocyjanianem fluoresceiny o masie czasteczkowej 4 kDa (FD4,
Sigma-Aldrich).

Do uktadu modelowego z funkcjonalnym nabtonkiem jelitowym Caco-2 (ryc. 5),
do czesci apikalnej (A) 1 bazolateralnej (B) wprowadzano bufor transportowy (pH 7,4) oparty
na buforze HBSS (Hank’s balanced salt solution) z dodatkiem HEPES (5,96 mg/ml)
i wodoroweglanu sodu NaoHCO3(0,35 mg/ml). Do cze$ci apikalnej, imitujacej Swiatho jelit,
dodawano 100 mM FD4 w buforze transportowym. Koncowa objetos¢ buforu w czesci A i B
uktadu wynosita odpowiednio 0,4 ml i 0,6 ml. Transport FD4 przez nabtonek jelitowy Caco-2
prowadzono w temperaturze 37 °C, przy cigglym mieszaniu z szybkoscig 120 rpm. W czasie
transportu, co 30 minut, pobierano proby z kompartmentu B o objetosci 100 ul w celu
oznaczenia FD4 przenikajacego przez nabtonek. Objetos¢ proby pobranej do analizy FD4
uzupetniano §wiezym buforem transportowym o temperaturze 37 °C. W czasie transportu
utrzymywano stalg objeto$¢ buforu w czgsci donorowej (A) 1 akceptorowej (B) uktadu, ktora
wynosita odpowiednio 0,4 1 0,6 ml. Bezposrednio po pobraniu proby, oznaczano FD4 przez
pomiar fluorescencji na czytniku mikroptytek Tecan Infinite M200 przy dtugosci fali
wzbudzenia A =492 nm i emisji A =535 nm.

CZESC APIKALNA (A)

Stigmasterol

Caco)-Z

Estry stigmasterolu O

W!M,MHM

CZESC BAZOLATERALNA (B)

FD4
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FD4

Nablonek
jelitowy Caco-2
Membrana

Rycina 5. Schemat przedstawiajacy model nabtonka jelitowego Caco-2 w uktadzie doswiadczalnym
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Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono szybkos¢ przeptywu FD4 (nM/h) oraz
wspotczynnik przenikalno$ci pozornej Papp (apparent permeability coeficient), stosujac

formuty opisane w pracy Tavelin i in. (2002) oraz nast¢pujace rownanie:

Papp = VIAXCo x dC/dt (cm/s) (Artursson 1990)
gdzie:
V — objetos¢ pozywki w czesci akceptorowej (crns)
A — powierzchnia membrany (cm®)
Co— poczatkowe stezenie substancji w cz¢sci donorowej (LM)
dC/dt — przyrost st¢zenia substancji transportowanej w cz¢sci akceptorowej (dC) w czasie

(dt), szybkos¢ przenikania substancji przez monowarstwe (UM/s)

3.14.3. Analiza wplywu na roznicowanie komorek Caco-2 i tworzenie funkcjonalnego

nablonka jelitowego

Stigmasterol i estry stigmasterolu rozpuszczone w acetonie i rozcienczone w pozywce
wprowadzano do hodowli komoérek Caco-2 na membranach. Hodowle prowadzono w sposob
opisany w rozdziale 3.14.1. w celu uzyskania funkcjonalnego modelowego nabtonka
jelitowego. Analizowane zwiazki byly obecne w hodowli komorek Caco-2 przez caly proces
réznicowania i byty dodawane kazdorazowo podczas wymiany pozywki na swiezg (co 2-3 dni
hodowli, zaleznie od stadium kultury). W czasie hodowli, w dniu wymiany pozywki,
dokonywano pomiaru wartosci TEER. Po 21 dniach hodowli, analizowano funkcjonalno$¢
nabtonka Caco-2, w tym jego integralno$¢ przez pomiar TEER, przenikalnos¢ FD4 1 poziom
ekspresji genow kodujacych biatka Scistych potaczen barierowych znanych jako tight junction
proteins (TJP), w tym biatko, okludyna (gen OCLN1) i klaudyna 1 (gen CLDN1) oraz biatko
peryferyjne - zonulina 1 (ZO-1, zonula occludens 1) (gen TJP1).

3.14.4. Analiza ekspresji genow metoda Real-Time PCR
3.14.4.1. 1zolacja RNA

Do izolacji RNA stosowano odczynnik TRI-Reagent (Sigma-Aldrich) w ilosci 1 ml
na 10 cm? powierzchni warstwy komorek. Po lizie komorek i przeniesieniu lizatu do probowek,
do préb dodawano chloroform (Sigma-Aldrich) w stosunku ilosciowym 0,2 ml chloroformu

na 1 ml odczynnika TRI-Reagent. Proby wytrzasano przez 5 min i wirowano w temperaturze
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4 °C przez 15 min z predkoscig 13 000 rpm. Goérng warstwe zawierajacg RNA przenoszono
do nowych proboéwek i dodawano 2-propanol (Sigma-Aldrich) z zachowaniem proporcji:
0,5 ml 2-propanolu / 1 ml TRI-Reagent. Po wymieszaniu, proby pozostawiano na 10 minut
w temperaturze pokojowej, po czym wirowano w 4 °C przez 15 min przy 13 000 rpm. Nastepnie
osad RNA przemywano zimnym 75% etanolem i wirowano w 4 °C przez 5 min przy
9 000 rpm. Osad RNA suszono na wolnym powietrzu przez 5-10 min i rozpuszczono w wodzie
dejonizowanej wolnej od RNaz.

W celu usunigcia zanieczyszczen genomowym DNA przeprowadzano proces trawienia
przy zastosowaniu rekombinowanej DNazy | (Roche Diagnostics Polska). Trawienie
prowadzono w temperaturze 37 °C przez 15 min w buforze reakcyjnym dostarczonym przez
producenta enzymu. W celu inaktywacji DNazy do prob dodawano 200 uM EDTA (pH 8,0)
w ilosci 1 ul /25 pl i inkubowano w temperaturze 75 °C przez 10 min.

Stezenie i1 czysto$¢ wyizolowanego RNA oznaczano spektrofotometrycznie na aparacie
Nano Drop-1000 (Thermo Scientific). Przygotowane RNA wykorzystano jako matryce
do syntezy cDNA w reakcji odwrotnej transkrypciji.

3.14.4.2. Odwrotna transkrypcja

Do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji wykorzystano zestaw odczynnikdéw
Transciptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics Polska). Mieszanina
reakcyjna dla pojedynczej proby zawierata: 1 pg RNA w 10 pl wody dejonizowanej, 1 pl
startera oligo(dT)18 o stezeniu 50 pmol/ul, 2 pl startera heksamerowego o stgzeniu
600 pmol/ul. Mieszaning poddawano 10-minutowej inkubacji w temperaturze 65 °C
i schtadzano na lodzie. Nastgpnie dodawano 7 pl mieszaniny zawierajacej: 4 pl buforu
reakcyjnego, 0,5 pl inhibitora RNaz (40 U/ul;), 2 pl mieszaniny deoksynukleotydow dNTP
(10 mM) oraz 0,5 ul odwrotnej transkryptazy (20 U/ul). Skiadniki wymieszano, krétko
zwirowano i inkubowano w temperaturze 25 °C przez 10 min. Proby przenoszono
do termobloku i inkubowano w 50 °C przez 30 min. Odwrotng transkryptaze inaktywowano
w temperaturze 85 °C przez 5 min. Otrzymany cDNA stuzyt jako matryca do reakcji

tancuchowej polimerazy z analizg w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR).
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3.14.4.3. Analiza Real-Time PCR

Poziom ekspresji genéw w komoérkach Caco-2 0znaczano technika Real-Time PCR przy
wykorzystaniu aparatu SmartCycler firmy Cepheid (USA) oraz oprogramowania SmartCycler
3.0 Software. Reakcje przygotowano w oparciu o zestaw odczynnikéw SYBR®Select Master
Mix firmy Life Technologies Biosystems zgodnie z zaleceniami producenta. W sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzily: SYBR®Select Master Mix (12 pl), 1 pM starter forward
(1 pl), 1 uM starter reverse (1 ul), matryca cDNA (1 ul) i woda w ilosci uzupetiajgcej objetosé
koncowg do 25 pl. Startery i ich sekwencje przedstawiono w tabeli 6. Pierwszym etapem reakcji
qPCR byta 10-minutowa denaturacja w temperaturze 94 °C w celu aktywacji polimerazy typu
hot-start. Bezposrednio po niej przeprowadzano wlasciwa reakcje PCR, na ktorg sktadato sie
40 cykli. Kazdy cykl rozpoczynat si¢ od 40-sekundowej denaturacji w temperaturze 94 °C,
po ktorej nastepowalo przylaczanie starterow (59 °C przez 30 s) i wydtuzanie - synteza nici
komplementarnej (72 °C przez 30 s). Po zakonczeniu reakcji przeprowadzana byta analiza
temperatury topnienia produktu w celu potwierdzenia specyficznosci transkryptow.

Wyniki oznaczen ilosciowych cDNA analizowanych gendw normalizowano wzgledem
standardow wewnetrznych, ktore stanowity cDNA gendw konstytutywnych o wzglednie stalej
ekspresji nie podlegajacej regulacji pod wplywem badanych zwigzkéw. Jako standard
wewnetrzny  zastosowano  ¢cDNA  genow  kodujacych  dehydrogenaze  aldehydu
3-fosfoglicerynowego (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH). Wzgledna

zmiang poziomu ekspresji obliczano wedlug metody 222°t (Livak i in. 2001).

Tabela 6. Startery zastosowane w reakcji Real-Time PCR

Starter Referencja | Sekwencje starterow (5° = 3°) Wielkos¢
NCBI produktu (pz)
F: AATGAAGGGGTCATTGATGG
Hs GAPDH | NMm 002046.7 108

R: AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA

F: ACCAGTAAGTCGTCCTGATCC
Hs TJP1 NM 0013550 128
R: TCGGCCAAATCTTCTCACTCC

F:- ACAAGCGGTTTTATCCAGAGTC
Hs OCLN NM 0012052 89
R: GTCATCCACAGCCGAAGTTAAT

F: GTCTTTGACTCCTTGCTGAATCTG
Hs CLDN1 NM 021101.5 144

R: CACCTCATCGTCTTCCAAGCAC
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3.15. Analiza statystyczna

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w co najmniej trzech powtdrzeniach.
Przedstawione wyniki stanowig $rednie arytmetyczne + SD (standard deviation). Analize
statystyczng wykonano przy uzyciu oprogramowania STATISTICA w wersji 13.3 (Statsoft,
Inc., Tulsa, OK, USA). Do poréwnania dwoch grup danych zastosowano test t-Studenta.
Przeprowadzono jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA), a nastepnie test post hoc
Tukeya, aby okresli¢ réznice miedzy Srednimi wartoSciami wielu grup. Zatozenie
jednorodnos$ci wariancji zostatlo zweryfikowane z wykorzystaniem testu Levene'a. Punkt

odciecia dla rdznic istotnosci przyjeto na poziomie p < 0,05.
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4. Wyniki badan i dyskusja

4.1. Wplyw obrobki termiczno-oksydacyjnej na stopien degradacji stigmasterolu

i estrow stigmasterolu

Stigmasterol i estry stigmasterolu poddano obrdbce termiczno-oksydacyjnej
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin oraz w temperaturze 180 °C przez 8 godzin. WarunKi
modelowe symulowaty odpowiednio przyspieszony proces przechowywania w piecu Schaala
oraz proces smazenia (Raczyk i in., 2017). Po obrdobce temperaturowej analizowano stopien
degradacji zwigzkéw poprzez oznaczenie wolnych reszt stigmasterolowych i1 kwasow

tluszczowych w ogrzewanych frakcjach. Wyniki analiz przedstawiono na rycinie 6.
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Rycina 6. Stopien degradacji stigmasterolu (A) oraz kwasow tluszczowych (B) po ogrzewaniu
stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianiu stigmasterolu (ST-OA) w temperaturze
60 °C przez 12 godzin oraz w temperaturze 180 °C przez 8 godzin. Dane przedstawiono jako wartosci
érednie + SD (n=3). Poziom istotnoéci réznic oznaczono testem t-Studenta. 2p<0,05; ®p<0,01; °p<0,001.

W wyniku ogrzewania nieestryfikowanego stigmasterolu w temperaturze 60 °C przez
12 godzin zawarto$¢ wolnego stigmasterolu ulegta redukcji o 5%, podczas gdy zawartos¢ reszt
sterolowych w estrach stigmasterolu, oleinianie i linolanie, obnizyta si¢ odpowiednio o 14%
i 17% (ryc. 6A). Przeprowadzone analizy nie wykazaly statystycznej istotnosci roznic
pomiedzy iloécig grup sterolowych w estrach ogrzewanych w 60 °C, niezaleznie od stopnia
nienasycenia kwasoéw tluszczowych. Bardziej znamienne rdéznice po ogrzewaniu estrow

w 60 °C zanotowali inni autorzy. W badaniach Raczyk i in. (2017) zawarto$¢ stigmasterolu
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po ogrzewaniu oleinianu stigmasterolu obnizyta si¢ jedynie o 5%. Natomiast ogrzewanie
linolanu stigmasterolu skutkowato redukcja reszty sterolowej na poziomie 17%, podobnie jak
W niniejszej pracy. Rudzinska i in. (2022) wykazali, Ze po obrobce termicznej, W tych samych
warunkach temperatury, zawarto$¢ stigmasterolu w estrach z kwasem palmitynowym
i oleinowym zmniejszyta si¢ 0 6% i 12%, natomiast degradacja wolnego stigmasterolu zostata
oszacowana na poziomie 3%. Wyniki badan publikowane przez Raczyk i in. (2017) i Rudzinska
iin. (2022) wskazuja na zalezno$¢ stopnia nienasycenia kwasu ttuszczowego 1 degradacji grupy
sterolowej zachodzacg podczas ogrzewania w temperaturze 60 °C.

Redukcja zawartosci stigmasterolu i jego estrow w temperaturze 180 °C bylta bardziej
znaczaca, pomimo skrocenia czasu ogrzewania do 8 godzin. W tej temperaturze degradacja
stigmasterolu wolnego wynosita 80%, natomiast zmniejszenie zawartos$ci reszt sterolowych
w estrach oleinowym i linolowym ksztaltowata si¢ na poziomie 49% i 72% (ryc. 6A).
Po zastosowaniu obrobki w temperaturze 180 °C, wykazano statystycznie istotny wplyw
stopnia nienasycenia kwasu thuszczowego w estrach na poziom redukcji stigmasterolu. Raczyk
i in. (2017) zaobserwowali podobne efekty ogrzewania estrow w 180 °C; degradacje reszty
sterolowej w oleinianie i linolanie stigmasterolu oszacowano na 43% i 69%. Z kolei
w badaniach, prowadzonych przez zesp6t Rudzinskiej, wykazano, ze rodzaj kwasu
thuszczowego (nasycony i nienasycony) w estrach stigmasterolu nie wptywa w istotny sposob
na stabilno$¢ reszty sterolowej podczas ogrzewania w temperaturze 180 °C przez 8 godzin.
Redukcja reszt sterolowych w wyniku wysokotemperaturowej obrobki termicznej estrow
palmitynowego i oleinowego wynosita 50% i 53% (Rudzinska i in., 2022).

Analizy zawartoéci reszt kwasow tluszczowych w badanych estrach, oleinowym
i linolowym, wykazaty, ze ich degradacja w temperaturze 60 °C zachodzi na bardzo niskim
poziomie. Ubytek kwasu oleinowego i linolowego oszacowano na 1% i 3%. Natomiast,
w wyniku ogrzewania estrow w temperaturze 180 °C, degradacja reszt kwasowych byta
znacznie wigksza i wynosita 31% i 77% odpowiednio dla kwasu oleinowego i linolowego.
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze stopien nienasycenia kwasu tluszczowego w estrach
stigmasterolu ma istotny wptyw na jego stabilno$¢ podczas wysokotemperaturowej obrobki
termicznej (ryc. 6B).

Raczyk i in. (2017) stwierdzili, ze podczas ogrzewania estrow stigmasterolu
w temperaturze 60 °C najbardziej widoczna jest degradacja kwasow tluszczowych, natomiast
w temperaturze 180 °C przewazajg zmiany iloSciowe dotyczace reszty sterolowej. Natomiast
w badaniach Rudzinskiej i in. (2022) wykazano, ze ubytek kwasow palmitynowego

i oleinowego w estrach stigmasterolowych wynosit odpowiednio ok. 14% 127%. W innej pracy,
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opublikowanej przez Barriuso i wsp. (2012) stwierdzono, ze degradacja stigmasterolu po
5-minutowym ogrzewaniu w 180 °C wynosi 56%, a po 6 godzinach ogrzewania wzrasta
do 96%. Wykazano takze, ze obecnos¢ nienasyconych kwasow tluszczowych w ogrzewanym
zwigzku utrudnia degradacje fitosteroli (Barriuso i in., 2016). Lin i in. (2017) stwierdzili,
ze W margarynach, po obrébce termicznej w 150 °C, 180 °C oraz 210 °C, degradacja fitosteroli

nastepuje wolniej niz w olejach roslinnych.

4.2. Wpltyw

obrdébki

termiczno-oksydacyjnej

na tworzenie oksypochodnych stigmasterolu

stigmasterolu

i jego estrow

Podczas ogrzewania stigmasterolu oraz jego estrow zidentyfikowano siedem produktow

termicznej

7B-hydroksystigmasterol

5B96B'

oksydacji

epoksystigmasterol

stigmasterolu,
(7BOH-ST),
(Bepoxy-ST),

tym  7a-hydroksystigmasterol

5a,6a-epoksystigmasterol

stigmasten-3,5a,6p-triol

(700H-ST),
(oepoxy-ST),
(triol-ST),

25-hydroksystigmasterol (250H-ST) i 7-ketostigmasterol (7-keto-ST). Wyniki analizy

iloSciowej przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Zawartos¢ oksystigmasteroli powstajacych w wyniku ogrzewania stigmasterolu, oleinianu
stigmasterolu oraz linolanu stigmasterolu. Dane przedstawiono jako wartosci $rednie = SD (n=3).

Pochodne utlenione Stigmasterol

(ng/g) Nieogrzewany 60°C12h 180°C 8 h
7040H-ST 53,70 £3,72 339,15 +£46,89 272,50 £ 22,57
7B0OH-ST 55,53+ 5,39 135,82 £ 11,29 662,71 £ 14,67
aepoxy-ST 64,78 £ 1,98 94,34 £ 7,22 64,95 £ 1,29
Bepoxy-ST 0,00 + 0,00 96,61 + 10,06 61,97 +0,76
triol-ST 0,00 = 0,00 75,19 + 2,38 424,41 £ 11,72
250H-ST 36,99 + 6,78 198,13 £ 12,99 254,90 + 47,47
7-keto-ST 31,85+ 2,88 135,98 + 0,04 689,28 £ 11,08
Razem 242,86 £ 6,01 1075,22 + 25,56 2430,72 + 109,55
Pochodne utlenione Oleinian stigmasterolu

(ng/g) Nieogrzewany 60°C12h 180°C 8 h
700H-ST 14,64 + 0,65 111,44 +£3,11 158,63 +£ 23,60
7B0OH-ST 8,75+ 0,02 31,00 +£4,38 58,61 £1,87
oepoxy-ST 6,48 + 1,47 10,16 + 0,09 106,18 + 13,16
Bepoxy-ST 19,43 + 2,47 16,47 + 0,81 63,40 + 0,87
triol-ST 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 69,62 + 2,00
250H-ST 20,58 + 0,03 20,03 + 0,61 36,44 + 0,96
7-keto-ST 35,39+ 0,57 22,35+ 0,54 67,53 £3,10
Razem 105,27 £ 2,73 211,45+9,53 560,41 + 31,98
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Pochodne utlenione Linolan stigmasterolu

(ng/g) Nieogrzewany 60°C 12 h 180°C 8 h
700H-ST 50,02 £ 3,19 175,54 + 10,60 264,81 £4,58
7BOH-ST 22,42 + 337 214,41 £ 18,35 520,20 + 49,18
aepoxy-ST 10,01 + 0,89 136,17 +9,10 138,35+0,17
Bepoxy-ST 16,32 + 2,83 89,58 + 4,33 127,99 + 9,85
triol-ST 3,03 +0,13 48,20 + 9,08 66,14 +3,16
250H-ST 10,37 £0,07 123,27 £2,53 64,50 = 1,30
7-keto-ST 39,36 £ 26,37 180,06 + 0,61 94,98 + 3,35
Razem 151,53 +£35,07 967, 23 + 144,94 1276,97 + 68,98

W probach zwigzkow nieogrzewanych catkowita zawarto$¢ oksystigmasteroli (SOP)
byta niewiclka i miescita si¢ w zakresie od 0,11 do 0,24 mg/g. Podczas ogrzewania
stigmasterolu i jego estrow ilos¢ SOP ulegata zwigkszeniu. Po ogrzewaniu stigmasterolu
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin calkowita ilo§¢ SOP zwigkszyta si¢ do 1,1 mg/g,
a po ogrzewaniu w temperaturze 180 °C przez 8 godzin do 2,4 mg/g. W wyniku ogrzewania
linolanu stigmasterolu stwierdzono zwigkszenie st¢zenia SOP do 0,97 mg/g (w 60 °C)
i 1,28 mg/g (w 180 °C). Najmniejsza ilos¢ SOP generowanych podczas ogrzewania w 60 °C
i 180 °C zanotowano w przypadku oleinianu stigmasterolu; zawartos¢ SOP wynosita
odpowiednio 0,2 mg/g i 0,6 mg/g (tabela 7).

W prébach nieogrzewanych zawartos¢ 7a0H-ST i 7-keto-ST oznaczono na poziomie
odpowiednio 54 pg/g i 32 pg/g dla stigmasterolu, 15 pg/g i 35 pg/g dla oleinianu stigmasterolu
oraz 50 i 39 ng/g dla linolanu stigmasterolu. Po 12 godzinach ogrzewania w temperaturze
60 °C ilos¢ 700OH-ST zwigkszyta si¢ do 339 ng/g, 111 ug/g i 176 pg/g, w przypadku
odpowiednio stigmasterolu, oleinianu stigmasterolu i linolanu stigmasterolu. Gtéwnymi SOP
identyfikowanymi po ogrzewaniu estru linolowego w 60 °C byt 7BOH-ST i 7-keto-ST, ktore
oznaczono w ilosci odpowiednio 214 ug/g i 180 ug/g. Triol, postrzegany jako najbardziej
toksyczna oksypochodna (Ryan i in., 2005), zostat 0znaczony w najwigkszej ilosci w przypadku
stigmasterolu (75 pg/g) i linolanu stigmasterolu (48 pg/g) ogrzewanych w temperaturze 60 °C.
Sktad SOP w probach ogrzewanych w temperaturze 180 °C przez 8 godzin byt zroznicowany
i zalezny od budowy chemicznej zwigzkow macierzystych. Po ogrzewaniu stigmasterolu
w warunkach wysokotemperaturowych, sposréd oksypochodnych, najwyzszg zawarto$¢
zarejestrowano dla 7-keto-ST (689 pg/g) i 7BOH-ST (663 ng/g). W probie wolnego
stigmasterolu odnotowano rowniez najwyzszg zawarto$¢ triolu-ST, ktora ksztaltowata sie
na poziomie 424 pg/g. 7BOH-ST byt rowniez glownym skladnikiem powstajacym podczas
degradacji linolanu stigmasterolu; jego stezenie wynosito 520 pg/g. Mniejszg ilos¢ 7a0OH-ST
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0znaczono w probie estru linolowego, wynosita ona 265 pg/g. Najwickszg ilo$¢ pochodnych
epoksydowych (aepoksy-ST i Bepoksy-ST) wykryto po ogrzewaniu tego estru w temperaturze
180 °C; ich zawartos¢ wynosita odpowiednio 138 ug/g i 128 pg/g (tabela 7).

Wyniki przeprowadzonych analiz dowodzg, ze estryfikacja stigmasterolu ogranicza
tworzenie oksypochodnych stigmasterolu podczas przechowywania i obrobki termicznej;
szczegllnie podczas ogrzewania w wysokiej temperaturze (180 °C). Stopien nienasycenia
kwasu thuszczowego zastosowanego w procesie estryfikacji ma istotne znaczenie dla ilosci
produkowanych SOP. Pod wzglgdem catkowitej zawartosci SOP, nicogrzewane zwigzki
stigmasterolu mozna uszeregowa¢ w nastepujacej kolejnosci stigmasterol > linolan
stigmasterolu > oleinian stigmasterolu. W probach estrow z kwasem oleinowym i linolowym,
niepoddawanych obrobce termiczno-oksydacyjnej, sumaryczna zawartos¢ SOP byta o0 2,31 1,6
razy mniejsza niz w nieogrzewanych prébach wolnego stigmasterolu. Nalezy jednak
podkresli¢, ze ilos¢ SOP w wyjsciowych probach oleinianu stigmasterolu byta 0 50% mniejsza
niz w probach linolanu stigmasterolu. Istotno$¢ nienasycenia kwasu tluszczowego zawartego
w estrach stigmasterolu miata tez duze znaczenie dla ilo$ci SOP generowanych podczas obrobki
termicznej. Biorgc pod uwage sumaryczng ilos¢ SOP w probach poddanych ogrzewaniu,
zwigzki stigmasterolu mozna uszeregowa¢ w nastepujaCy sposob stigmasterol > linolan
stigmasterolu > oleinian stigmasterolu. Catkowita zawartos¢ SOP po ogrzewaniu linolanu
stigmasterolu w temperaturze 60 °C i 180 °C byta odpowiednio 4,6-krotnie i 2,3-krotnie
wigksza niz po ogrzewaniu oleinianu stigmasterolu w tych warunkach. Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze efekty estryfikacji stigmasterolu z kwasem oleinowym sg najbardziej korzystne
biorgc pod uwage ograniczenie produkcji SOP niezaleznie od obrobki termiczno-oksydacyjnej
i warunkow temperaturowych. W wyniku estryfikacji stigmasterolu z kwasem oleinowym,
ogolna zawarto$¢ SOP zostata zredukowana 2,3-krotnie. Efekty estryfikacji sg jeszcze bardziej
znaczace uwzgledniajac procesy termiczno-oksydacyjne. Po ogrzewaniu oleinianu
stigmasterolu w 60 “C i 180 °C, produkcja SOP zostata ograniczona odpowiednio 5,1-krotnie
i 4,3-krotnie w stosunku do generowania SOP podczas ogrzewania wolnego stigmasterolu.

W badaniach Rudzinskiej i in. (2022) wykazano, ze w wyniku ogrzewania stigmasterolu
i jego estrow, palmitynowego i oleinowego, w temperaturze 60 °C i 180 °C, produkowany jest
w najwickszej ilosci 7-ketostigmasterol. W probach stigmasterolu, palmitynianu stigmasterolu
i oleinianu stigmasterolu ogrzewanych w 60 °C, ilos¢ 7-ketostigmasterolu wynosita
odpowiednio 8 mg/g, 1,2 mg/g i 0,7 mg/g, natomiast po ogrzewaniu zwigzkow w 180 °C
zawarto$¢ tej oksypochodnej okreslono na poziomie 2,7 mg/g, 2,4 mg/g i 2,6 mg/g.

Raportowane dane ilosciowe dotyczace zawartosci 7-ketostigmasterolu w probach
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stigmasterolu i oleinianu stigmasterolu r6znig si¢ od tych uzyskanych w przedstawianej pracy.
Produkty utleniania fitosteroli (POP) analizowano nie tylko w uktadach modelowych,
obejmujacych czyste zwiazki, ale réwniez w produktach spozywczych. Botelho i in. (2014)
oznaczyli zawarto§¢ POP na poziomie 6,9-8,3 mg/100 g w batonach czekoladowych
przechowywanych w temperaturze 30 °C przez 5 miesigcy. W margarynach wzbogaconych
fitosterolami przechowywanych w temperaturze 4 °C i 20 °C dominowata pochodna
7-hydroksylowa stigmasterolu (Rudzinska i in., 2014). Prowadzono réwniez badania
poréwnawcze dotyczace stabilnosci i produkcji oksypochodnych fitosteroli. Lin i in. (2018)
wykazali, ze kampesterol podczas obrobki lub przechowywania w temperaturze ponizej 65 °C

jest bardziej podatny na degradacje oksydacyjng niz B-sitosterol.

4.3. Wplyw obrobki termiczno-oksydacyjnej stigmasterolu i jego estrow na tworzenie

oligomerow

Analiza oligomeréw powstajacych podczas ogrzewania stigmasterolu i jego estrow
w temperaturze 60 °C i 180 °C wykazata obecno$¢ dimeréw polarnych, trimeréw oraz innych
oligomerow i dimerow niepolarnych. Zidentyfikowano réwniez monomery i rozdrobnione
czasteczki analizowanych zwigzkow. Wyniki zostaly przedstawione w tabeli 8.

Polarne oligomery tworzyly gtéwna frakcj¢ w linolanie stigmasterolu ogrzewanym
w temperaturze 60 °C (100%) oraz w oleinianie i linolanie stigmasterolu ogrzewanych
w temperaturze 180 °C (94% i 98%). Oligomery niepolarne dominowaty w stigmasterolu
ogrzewanym w temperaturze 60 °C (99,7%) i 180 °C (71%) oraz w oleinianie stigmasterolu
ogrzewanym w 60 °C (85%). Polarne dimery i trimery wykryto podczas ogrzewania wigkszosci
zwigzkow; polarnych trimerdw nie zaobserwowano jedynie w przypadku stigmasterolu
ogrzewanego w 60 °C. Inne, niezidentyfikowane polarne oligomery wykryto tylko w probach
estru linolowego ogrzewanego w temperaturach 60 °C i 180 °C. Niepolarne dimery oznaczono
w prawie wszystkich ogrzewanych probach, z wyjatkiem linolanu stigmasterolu ogrzewanego
w 60 °C.

Najwyzsza sumaryczng zawarto$¢ oligomerow Stwierdzono w probie stigmasterolu
ogrzewanej w 180 °C (360 mg/g), nastepnie w probie linolanu stigmasterolu (85 mg/g) i probie
oleinianu stigmasterolu (35 mg/g). Zawarto$¢ dimeréw i trimeré6w polarnych utworzonych
podczas ogrzewania stigmasterolu w 180 °C wynosita odpowiednio 67 i 37 mg/g, natomiast
zawarto$¢ dimeréw niepolarnych wynosita 257 mg/g. Po ogrzewaniu linolanu stigmasterolu

w 180 °C oznaczono polarne dimery, trimery, inne oligomery 1 niepolarne dimery w ilosciach
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odpowiednio 63 mg/g, 14 mg/g, 6 mg/g i 2 mg/g. Oleinian stigmasterolu ogrzewany
w temperaturze 180 °C ulegal degradacji z wytworzeniem do 21 mg/g polarnych dimerow,
13 mg/g polarnych trimeréw i 2 mg/g niepolarnych dimerow (tabela 8).

Analizy stigmasterolu, palmitynianu stigmasterolu i oleinianu stigmasterolu
przeprowadzone przez Rudzinska i wsp. (2022) wykazaty, ze zarowno we frakcji polarnej, jak
I niepolarnej, dominowaly monomery, a nastgpnie fragmentaryczne pochodne i dimery.
Trimery wykryto jedynie we frakcji polarnej wyizolowanej po ogrzewaniu stigmasterolu i jego
estrow palmitynowego i oleinowego w temperaturze 180 °C. Lehtonen i in. (2012) oznaczyli
obecnos$¢ oligomerow o wyzszej masie czgsteczkowe] niz zwiagzki macierzyste podczas
ogrzewania trzech estrow cholesterolu: stearynowego, oleinowego i linolowego w temperaturze
100 °C i 140 °C. Autorzy stwierdzili, ze polimeryzacja konkuruje z tworzeniem si¢ produktow
utleniania steroli nawet w umiarkowanych temperaturach. Wyniki prac wykazaty, ze produkty
utleniania moga by¢ substratami do tworzenia oligomerow ze wzgledu na ich wysoka

reaktywno$¢ chemiczna, i charakter rodnikow wielu z nich (Hazer i Akyol, 2016).

Tabela 8. Produkty termiczno—oksydacyjnej degradacji stigmasterolu, oleinianu stigmasterolu oraz
linolanu stigmasterolu. Dane przedstawiono jako warto$ci $rednie £ SD (n=3).

. i Stigmasterol
A Skladniki (mg/g) Nieogrzewany 60°C12h 180 °C 8 h
Rozdrobnione* 0,03 + 0,00 1,14+ 0,01 17,6 £ 0,29
Monomery 2,97 £ 0,02 59,67 +3,42 231,79 £5,22
Polarna Di_mery Nw 0,19+0,01 67,06 £ 1,42
Trimery Nw Nw 36,55 +2,71
Inne oligomery Nw Nw Nw
Oligomery razem Nw 0,19+ 0,01 103,61 + 3,24
Rozdrobnione* Nw Nw 9,73 £ 0,63
Niepolarna | Monomery 997,00 £2,27 884,72 + 3,15 380,43 + 1,57
Dimery Nw 54,28 +£2,03 256,85+ 2,52
Oligomery razem Nw 54,47 +£2,04 360,46 + 5,76
Oleinian stigmasterolu
Nieogrzewany 60°C12h 180 °C 8 h
Rozdrobnione* 0,150 + 0,01 6,05+ 0,75 16,27 £1,18
Monomery 4,85+ 0,59 64,60 + 1,43 236,49 + 3,12
Polarna Di_mery Nw 1,14 £ 0,04 20,64 + 1,44
Trimery Nw 0,21 +£0,01 12,60 £+ 0,96
Inne oligomery Nw Nw Nw
Oligomery razem Nw 1,35+0,05 33,24 + 2,40
Rozdrobnione* 44,43 + 0,77 119,83 £2,47 121,32 £ 1,72
Niepolarna | Monomery 950,57 £ 2,60 800,76 + 5,19 590,67 + 3,39
Dimery Nw 7,41 +1,01 2,01 +0,02
Oligomery razem Nw 8,76 £ 1,06 3521 +2,42
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Linolan stigmasterolu
Nieogrzewany 60°C12h 180 °C 8 h
Rozdrobnione* 0,32 +0,01 3,40+ 0,04 14,18 £ 0,93
Monomery 4,68 +0,21 53,44 £ 1,15 151,70 +£2,63
Polarna Dimery Nw 10,92 + 0,65 62,83 +£1,78
Trimery Nw 2,22+ 0,03 14,18 £ 0,36
Inne oligomery Nw 1,02 £ 0,01 6,12 + 0,44
Oligomery razem Nw 14,16 £ 0,04 83,13+ 1,01
Rozdrobnione* 27,48 £ 0,98 55,08 £2,25 269,25 + 3,01
Niepolarna | Monomery 967,52 +4,16 873,92 + 3,82 479,72 £ 2,51
Dimery Nw Nw 2,03 +0,01
Oligomery razem Nw 14,16 £ 0,04 85,16 + 3,02

*Rozdrobnione — czeSciowe czgsteczki stigmasterolu lub jego estrdw; monomery — niezdegradowane
czgsteczki stigmasterolu i jego estrow. Nw — nie wykryto

4.4. Cytotoksycznos¢ stigmasterolu i jego estrow

Cytotoksyczno$¢ stigmasterolu, jego estrow oraz produktow ich termiczno-
oksydacyjnej degradacji oznaczano z zastosowaniem ludzkich komorek prawidtowych
izolowanych z nabtonka jelita cienkiego (linia komérkowa FHs 74 Int), nabtonka jelita grubego
(linia komérkowa CCD 841 CoN) oraz watroby (linia komorkowa THLE-2). Wszystkie
zwigzki analizowano w zakresie stgzen do 40 pg/ml z uwagi na ich slaba rozpuszczalnosé
w wodzie i ograniczong biodostepnos¢ dla komorek. Proliferacj¢ komorek oraz ich zywotno$é
1 aktywno$¢ metaboliczng okreslano za pomoca testu MTT, populacje komoérek zywych
i martwych z uzyciem skojarzonego testu MT-FMC, a syntez¢ DNA w komorkach linii
CCD 841 CoN za pomocg testu BrdU. Wyniki analiz przedstawiono na rycinach 7 — 16.
W tabeli 9 podano wyznaczone eksperymentalnie wartosci dawek cytotoksycznych ECio oraz
ECso dla badanych zwiazkow. Obliczone za pomoca modelu dawki letalne ECgo znaczaco
wykraczaty poza zakres stezen testowanych zwigzkow i ich wartosci miaty jedynie charakter

szacunkowy, dlatego nie zostaly zamieszczone w tabeli.
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Tabela 9. Dawki cytotoksyczne ECyo i ECso wyznaczone dla stigmasterolu, jego estréw i produktow ich
termiczno-oksydacyjnej degradacji w odniesieniu do komoérek nabtonka jelita grubego CCD 841 CoN
i jelita cienkiego FHs 74 Int oraz watroby THLE-2. Dane przedstawiono jako wartosci srednie + SD
(n=3). Roznice statystycznie znamienne 2 p <0.05, ® p <0.001, ¢ p <0.0001 zostaly oszacowane testem

t-Studenta z uwzglednieniem zwigzkow nie poddawanych obrobee termiczno-oksydacyjnej.

Badany _ Dawka cytotoksyczna EC10 = SD (ug/ml)
Ogrzewanie
zwigzek CCD 841 CoN | FHs 74 Int THLE-2
Nieogrzewany 0,33 +£0,03 0,65 + 0,05 0,32 +0,01
Stigmasterol 60°C,12h 0,30 +£ 0,02 0,69 +£0,11 0,39 £ 0,05
180 °C, 8 h 2,19+0,21° 7,50+ 1,15°¢ 0,96 £ 0,24°
o Nieogrzewany
Oleinian
) 60 °C, 12 h > 40 (nw) > 40 (nw) > 40 (nw)
stigmasterolu
180°C, 8 h
_ Nieogrzewany
Linolan
) 60 °C, 12 h > 40 (nw) > 40 (nw) > 40 (nw)
stigmasterolu
180°C, 8 h
Badany _ Dawka cytotoksyczna ECso = SD (ug/ml)
Ogrzewanie
zwigzek CCD 841 CoN | FHs 74 Int THLE-2
Nieogrzewany | 2,95+ 0,34 2,63 £0,84 2,67+0,18
Stigmasterol 60°C, 12 h 3,29+ 0,44 4,59 + 0,692 3,26 £ 0,54
180 °C, 8 h 16,09 + 0,98¢ 30,64 + 0,55¢ 13,97 + 1,44°
. Nieogrzewany
Oleinian
] 60 °C, 12 h > 40 (nw) > 40 (nw) > 40 (nw)
stigmasterolu
180 °C, 8 h
_ Nieogrzewany
Linolan
] 60 °C, 12 h > 40 (nw) > 40 (nw) > 40 (nw)
stigmasterolu
180 °C, 8 h

nw — nie wykryto

Stigmasterol oraz produkty jego termicznej degradacji wykazywaly zalezne od dawki
dziatanie hamujgce wzrost wszystkich komoérek zastosowanych w badaniach. Aktywnos$¢
cytotoksyczna nieogrzewanego stigmasterolu dla komoérek pochodzacych z réznych tkanek
ksztaltowata si¢ na tym samym poziomie, na co wskazuja zblizone warto$ci dawki

cytotoksycznej ECso wynoszace od 2,63 do 2,95 pg/ml (tabela 9). Wyniki testu MTT
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dokumentujg zalezny od dawki wplyw stigmasterolu na proliferacje, zywotnos$¢ i aktywnos¢
metaboliczng komoérek nabtonka jelitowego i watroby (ryc. 7A, 8A i 9A). Kolejny test
MT-FMC zastosowany w analizach cytotoksycznosci, wykazal, ze ekspozycja
na nieogrzewany stigmasterol prowadzi do ograniczenia ilosci zywych komorek
skorelowanego ze wzrostem liczby komorek martwych we wszystkich hodowlach
analizowanych linii komérkowych (ryc. 7B, 8B i 9B).

Ogrzewanie stigmasterolu w temperaturze 60 °C przez 12 godzin nie wplyneto znaczaco
na jego cytotoksycznos¢ wobec badanych komorek (ryc. 7C, 8C i 9C). Wartosci ECso wynosity
3.,29; 4,59 oraz 3,26 png/ml odpowiednio dla linii komérkowych CCD 841 CoN, FHs 74 Int oraz
THLE-2 (tabela 9). Wyniki testu MT-FMC potwierdzaja dane uzyskane w tescie MTT
(ryc. 7D, 8D i 9D).

Ogrzewanie stigmasterolu w temperaturze 180 °C przez 8 godzin powodowato istotne
zmiany w poziomie jego cytotoksyczno$ci w stosunku do analizowanych komorek. Na rycinie
7E mozna zauwazy¢, ze komorki linii CCD 841 CoN poddawane dzialaniu ogrzewanego
w 180 °C stigmasterolu w niskich stezeniach (1,25 i 2,5 ng/ml) nie powoduja istotnych zmian
w proliferacji, zywotno$ci 1 aktywno$ci metabolicznej komorek. Nieznaczny spadek
zywotnosci komorek zanotowano po inkubacji komoérek z ogrzewanym stigmasterolem
(180 °C) w stezeniu 2,19 pg/ml, ktore stanowi pierwszg dawke cytotoksyczng (ECio).
Zwigkszenie st¢zenia ogrzewanego stigmasterolu (180 °C) w hodowli komoérek CCD 841 CoN
do wartosci 16,09 pg/ml spowodowato 50-procentowe ograniczenie ich proliferacji
i zywotnos$ci (ECso). Podobny efekt cytotoksyczny obserwowano w hodowli komorek watroby
THLE-2 (ryc. 9E). Istotnie nizsza cytotoksyczno$¢ stigmasterolu ogrzewanego w temperaturze
180 °C wykazano dla komorek jelita cienkiego FHs 74 Int (ryc. 8E). Warto$¢ ECso w tym
przypadku wynosita 30,64 pg/ml (tabela 9). Test MT-FMC potwierdzit dane uzyskane w tescie
MTT (ryc.8F).

Estry stigmasterolu z kwasem oleinowym i linolowym wprowadzone do hodowli
w stezeniach od 5 pg/ml do 40 pg/ml nie indukowaly efektow cytotoksycznych w zadnej
z badanych linii komérkowych (ryc. 10A, 11A, 12A, 13A, 14A 1 15A). Co wigcej, ich
ogrzewanie w temperaturze 60 °C przez 12 godzin oraz w temperaturze 180 °C przez 8 godzin
nie wptynelo na zwigkszenie cytotoksycznosci w stosunku do prawidtowych komorek jelita
cienkiego, grubego oraz watroby (ryc. 10C, 10E, 11C, 11E, 12C, 12E, 13C, 13E, 14C, 14E,
15C, 15E). Wyjatek stanowig wyniki uzyskane w tescie MT-FMC, ktore przedstawiaja

zwigkszenie cytotoksyczno$ci 1 ograniczenie zywotno$ci komoérek CCD 841 CoN
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po traktowaniu ogrzewanym w 180 °C linolanem stigmasterolu w najwyzszych stosowanych

dawkach (20 pg/ml i 40 pg/ml) (ryc. 10F).
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Rycina 7. Wpltyw stigmasterolu (ST) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego w temperaturze 60 °C
przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na zywotno$¢ i aktywno$¢ metaboliczng komorek
nabtonka okreznicy linii CCD 841 CoN. Analizy wykonano za pomocg testu MTT (A, C, E) oraz
skojarzonego testu MT-FMC (B, D, F). Dane stanowig $rednie arytmetyczne z trzech niezaleznych
hodowli + SD. Na wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p) (n=3).
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Rycina 8. Wplyw stigmasterolu (ST) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego w temperaturze 60 °C
przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na zywotno$¢ i aktywno$¢ metaboliczng komorek
jelita cienkiego linii FHs 74 Int. Analizy wykonano za pomoca testu MTT (A, C, E) oraz skojarzonego
testu MT-FMC (B, D, F). Dane stanowig §rednie arytmetyczne z trzech niezaleznych hodowli + SD.
Na wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p) (n=3).
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Rycina 9. Wplyw stigmasterolu (ST) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego w temperaturze 60 °C
przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na zywotno$¢ i aktywno$¢ metaboliczng komorek
watroby linii THLE-2. Analizy wykonano za pomocg testu MTT (A, C, E) oraz skojarzonego testu
MT-FMC (B, D, F). Dane stanowig $rednie arytmetyczne z trzech niezaleznych hodowli + SD. Na
wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p) (n=3).
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Rycina 10. Wptyw linolanu stigmasterolu (ST-LA) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na Zywotnos¢ i aktywnos¢

metaboliczng komorek nabtonka okreznicy linii CCD 841 CoN. Analizy wykonano za pomocg testu
MTT (A, C, E) oraz skojarzonego testu MT-FMC (B, D, F). Dane stanowig $rednie arytmetyczne
z trzech niezaleznych hodowli = SD. Na wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p)

(n=3).
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Rycina 11. Wptyw linolanu stigmasterolu (ST-LA) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na Zywotnos¢ i aktywnos¢
metaboliczng komorek jelita cienkiego linii FHs 74 Int. Analizy wykonano za pomoca testu MTT
(A, C, E) oraz skojarzonego testu MT-FMC (B, D, F). Dane stanowia $rednie arytmetyczne z trzech
niezaleznych hodowli + SD. Na wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p) (n=3).
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Rycina 12. Wptyw linolanu stigmasterolu (ST-LA) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na Zywotnos¢ i aktywnos¢
metaboliczng komorek watroby linii THLE-2. Analizy wykonano za pomoca testu MTT (A, C, E) oraz
skojarzonego testu MT-FMC (B, D, F). Dane stanowig $rednie arytmetyczne z trzech niezaleznych
hodowli + SD. Na wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p) (n=3).
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Rycina 13. Wptyw oleinianu stigmasterolu (ST-OA) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na Zywotnos¢ i aktywnos¢
metaboliczng komorek nablonka okreznicy linii CCD 841 CoN. Analizy wykonano za pomocg testu
MTT (A, C, E) oraz skojarzonego testu MT-FMC (B, D, F). Dane stanowia $rednie arytmetyczne
z trzech niezaleznych hodowli = SD. Na wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p)
(n=3).
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Rycina 14. Wptyw oleinianu stigmasterolu (ST-OA) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na zywotnos¢ i aktywnos¢

metaboliczng komorek jelita cienkiego linii FHs 74 Int. Analizy wykonano za pomocg testu MTT
(A, C, E) oraz skojarzonego testu MT-FMC (B, D, F). Dane stanowia $rednie arytmetyczne z trzech
niezaleznych hodowli + SD. Na wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p) (n=3).
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Rycina 15. Wplyw oleinianu stigmasterolu (ST-OA) nieogrzewanego (A, B) oraz ogrzewanego
w temperaturze 60 °C przez 12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na zywotnos$¢ i aktywnos¢
metaboliczng komorek watroby linii THLE-2. Analizy wykonano za pomoca testu MTT (A, C, E) oraz
skojarzonego testu MT-FMC (B, D, F). Dane stanowia $rednie arytmetyczne z trzech niezaleznych
hodowli = SD. Na wykresach pokazano wyniki analizy wariancji ANOVA (F, p) (n=3).
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Analizy wykonane za pomocg testu proliferacyjnego BrdU potwierdzaja wyniki
pozostatych testow. Ekspozycja komérek CCD 841 CoN na stigmasterol istotnie wptyneta
na syntez¢ DNA. Ilo$¢ BrdU wiaczonego do nowo zsyntetyzowanego DNA zmiejszala si¢ wraz
ze wzrostem dawki nieogrzewanego stigmasterolu. Stigmasterol w st¢zeniu 5 pg/ml indukowat
pierwsze efekty hamujace syntez¢ DNA (|17%), natomiast w najwyzszym stosowanym
stezeniu wynoszacym 40 pg/ml obnizal replikacjc DNA o 68% (ryc. 16A). Dziatanie
stigmasterolu ogrzewanego w temperaturze 60 °C (12 h) inhibujace syntez¢ DNA w komorkach
CCD 841 CoN byto zblizone do dziatania stigmasterolu nicogrzewanego. W tym przypadku
rowniez dawka 5 pg/ml byla pierwsza istotnie obnizajacg poziom syntezy DNA (]11%).
Stigmasterol w najwigkszym analizowanym st¢zeniu obnizal poziom przylaczonego BrdU
0 61% (ryc. 16C). Wyniki testu BrdU wskazuja, ze obrobka termiczna stigmasterolu
w temperaturze 180 °C (8 h) obnizyla jego potencjat hamujacy. Zaktocal on synteze¢ DNA
w komorkach nablonka jelita grubego dopiero w stezeniu 20 pg/ml, obnizajac ja o 31%.
Stigmasterol w najwyzszym analizowanym stezeniu (40 pg/ml) ograniczal synteze DNA 0 39%
(ryc. 16E). Estry stigmasterolu z kwasem linolowym i oleinowym, niezaleznie od ogrzewania,
nie ingerowaty w syntez¢ DNA w komorkach CCD 841 CoN (ryc. 16 B, 16D, 16E).

W literaturze nie ma wiele badan dotyczacych oceny cytotoksycznosci stigmasterolu
i jego pochodnych dla ludzkich komoérek izolowanych z tkanek prawidlowych. W pracy
Tao i in. (2019) wykazano, ze stigmasterol ma duzy wptyw na zywotno$¢ komorek istotnych
dla uktadu sercowo-naczyniowego, mianowicie dla ludzkich komorek $rodbtonka zyly
pepowinowej (HUVEC) i kardiomiocytow pochodzacych z indukowanych pluripotentnych
komorek macierzystych iPSC31. Dodatkowo, u myszy stigmasterolemicznych zaobserwowano
niekorzystny fenotyp sercowy, co wskazuje, ze stigmasterol moze by¢ zwigzkiem
o potencjalnym dziataniu toksycznym. Z kolei, Fayed i in. (2023) nie zaobserwowali efektow
cytotoksycznych po ekspozycji komoérek HUVEC na stigmasterol wyizolowany z rosliny
Centaurea pumilio L., zastosowany w dawkach 2 — 50 pg/ml. Podobnie, najnowsze badania
Zhang 1 in. (2023) wskazuja, ze stigmasterol w stezeniach 0 — 40 pg/ml nie wplywa
na proliferacj¢ prawidtowych komorek nabtonka oskrzeli BEAS-2B.

Cytotoksyczno$¢ estréw stigmasterolu (oleinowego, linolowego i linolenowego)
dla komorek biataczki limfoblastycznej CCRF-CEM oraz CCRF-VCR1000 analizowano
w pracy Raczyk i in. (2018). Stwierdzono brak dziatania cytotoksycznego oleinianu
stigmasterolu. Linolan stigmasterolu oraz linolenian stigmasterolu wykazywaty stabg

aktywno$¢ cytotoksyczng w stosunku do analizowanych komorek nowotworowych.
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Rycina 16. Wplyw stigmasterolu (ST) (A, C, E), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianu
stigmasterolu (ST-OA) (B, D, F) nieogrzewanych (A, B), ogrzewanych w temperaturze 60 °C przez
12 godzin (C, D) i 180 °C przez 8 godzin (E, F) na syntez¢ DNA w komorkach nabtonka okr¢znicy linii
CCD 841 CoN. Dane przedstawiaja warto$ci $rednie + SD (n=3). @ p < 0.05, ®p < 0.01, ¢ p < 0.001,
4p <0.0001 (test Tukey’a post hoc).
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Alemany i in. (2012) opisali brak potencjatu cytotoksycznego 7-ketostigmasterolu dla komorek
nowotworowych okreznicy Caco-2. Co wigcej, 7-ketostigmasterol ostabial cytotoksyczne
dziatanie 7-ketocholesterolu w hodowli komorek Caco-2. Badania cytotoksycznosci
z wykorzystaniem komorek nowotworowych prowadzili rowniez O’Callaghan i in. (2010),
ktorzy analizowali wptyw utlenionych pochodnych stigmasterolu na komorki limfoblastyczne
phtuc linii U937. Autorzy obserwowali istotne zmniejszenie populacji komoérek U937
po 24 godzinach inkubacji z nastepujacymi pochodnymi stigmasterolu: 73-OH, epoksydiolem,
diepoksydem i 22R,23R-triolem. Natomiast, w przypadku pochodnych a- i B-epoksydowych,
7-ketostigmasterolu oraz 3,5,6-triolu nie stwierdzono efektow cytotoksycznych wobec
komorek U937.

4.5. Genotoksycznos$é stigmasterolu i jego estrow

Potencjalng genotoksyczno$¢ stigmasterolu i jego estrOw analizowano za pomocg
elektroforezy pojedynczych komorek w zelu agarozowym, powszechnie nazywanej metoda
kometowa. Analizy wykonano na prawidtowych komorkach jelita grubego linii CCD 841 CoN.
Wyniki przedstawiono na rycinach 17-19, pokazujacych klasy komet w populacji (ryc. 17),
zawartos¢ DNA w ogonach komet i parametr TCS (ryc. 19) oraz dokumentacj¢ fotograficzna
(ryc. 18).

Dane uzyskane w analizie kometowej wskazujg, ze stigmasterol oraz jego estry
z kwasem oleinowym oraz linolowym w najwyzszych stosowanych stezeniach (40 ug/ml) nie
indukuja rozlegtych uszkodzen nici DNA w komorkach nabtonka jelita grubego. Niewielki
wplyw na uszkodzenie DNA uwidoczniono przy podziale komet na klasy wedtug ilosci DNA
w ogonie komety (ryc.17). W populacji komorek kontrolnych zidentyfikowano jedynie dwie
klasy komet — klasg 0 (komorki bez uszkodzen DNA) oraz klas¢ 1 (komorki z mata iloscia
uszkodzen DNA). W populacji komorek poddanych dziataniu stigmasterolu oznaczono
obecno$¢ komet klasy 1 z niskg zawartoscig DNA w ogonie komety (1 — 25%) w ilosci 41,8%;
41,0% oraz 37,2% odpowiednio dla stigmasterolu nieogrzewanego oraz ogrzewanego w 60 °C
i w 180 °C. Ekspozycja komorek na estry stigmasterolu w formie nieogrzewanej skutkowata
mniejsza zawartoscig komet klasy 1, natomiast wiekszym udziatem komet klasy 0 w populacji
(ryc.17).

Podczas analizy komorek traktowanych stigmasterolem (zaréwno nieogrzewanym, jak
I ogrzewanym w temperaturze 60 °C oraz 180 °C) stwierdzono obecnos¢ komet klasy 2,

charakteryzujacych si¢ $rednig zawartoscig DNA w ogonie komety na poziomie 25%—45%.
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Komety klasy 2 stanowity odpowiednio 3,9%; 4,0% oraz 3,8% w populacji komorek
inkubowanych ze stigmasterolem nieogrzewanym, ogrzewanym w 60 °C i ogrzewanym
w 180 °C (ryc. 17). Komety nalezace do klasy 2 oznaczono réwniez w hodowli komorek
inkubowanych z nieogrzewanym oleinianem (3,3%) oraz linolanem (3,7%) stigmasterolu.
Najwickszg grupe komet z uszkodzeniami DNA na poziomie 25%-45% zanotowano
po ekspozycji komodrek na estry ogrzewane w 180 °C; ich udziat procentowy wynosit 5,9%
1 8,5% odpowiednio dla komoérek traktowanych linolanem i oleinianem stigmasterolu. Ponadto,
w populacji komorek eksponowanych na estry linolowy i oleinowy zidentyfikowano nieliczne
komorki posiadajace uszkodzenia DNA na poziomie 45%-70% sklasyfikowane do klasy 3.
Zawartos$¢ komet Klasy 3 wynosita 1 — 2% populacji traktowanej estrami stigmasterolu, zaleznie
od ich ogrzewania. W wyniku traktowania komorek nieogrzewanym stigmasterolem w analizie
kometowej nie wykazano obecnosci komet tej klasy. Chociaz zidentyfikowano nieznaczng
liczbe komet klasy 3, ocena parametru TCS nie wykazata istotnych réznic w rozktadzie klas
komet po ekspozycji komodrek na zaden z analizowanych zwigzkow (ryc. 19B).

Bardzo wysoki poziom uszkodzen DNA (>70% uszkodzen DNA w ogonie komety)
obserwowano w pojedynczych komodrkach eksponowanych na oleinian stigmasterolu
ogrzewany w temperaturze 180 °C (0,7%). Najwyzszy stopien uszkodzen DNA 1 najwigksza
populacj¢ komorek o bardzo wysokich uszkodzeniach DNA (18,7%) zanotowano w hodowli
komorek po inkubacji ze zwigzkiem referencyjnym (H202) indukujagcym oksydacyjne
uszkodzenia DNA. Analiza kometowa przeprowadzona w ramach pracy nie wykazata
statystycznie istotnych uszkodzen i pgknig¢ nici DNA pojawiajacych si¢ w komorkach
eksponowanych na stigmasterol i jego estry oraz pochodne powstajace podczas ich ogrzewania.

Podobnie, Saddiq i in. (2022) w badaniach na myszach nie stwierdzili genotoksycznego
i toksycznego dziatania ekstraktu etanolowego pozyskanego z rosliny Calotropis procera
zawierajagcego w swoim skladzie stigmasterol. Co wigcej, ekstrakt ten zmniejszat
genotoksycznos¢ indukowang przez cyklofosfamid w sposob zalezny od dawki
(Saddiq i in., 2022). W innych badaniach prowadzonych na modelu mysim analizowano
ekstrakt z rosliny Rubus niveus Thunb., ktorego jednym z gtéwnych skladnikow byt
stigmasterol. Genotoksyczno$¢ oznaczono za pomocg testu kometowego oraz testu
mikrojadrowego na leukocytach i komoérkach szpiku kostnego myszy uprzednio traktowanych
ekstraktem z Rubus niveus Thunb w dawkach 500, 1000 i 2000 mg/kg. W eksperymencie
wykazano brak dziatania genotoksycznego analizowanego ekstraktu. Ponadto, stwierdzono

znaczace zmniejszenie uszkodzen DNA i aberracji chromosomowych pod wplywem dziatania
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ekstraktu u zwierzat, u ktérych wywotano uszkodzenia DNA poprzez podanie doksorubicyny

(Tolentino i in., 2015).
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Oklasa 0 Oklasa 1 klasa 2 M klasa 3 M klasa 4

Rycina 17. Pg¢knigcia nici DNA wykrywane w komorkach nabtonka jelita grubego po ekspozycji
na stigmasterol (ST), linolan stigmasterolu (ST-LA) i oleinian stigmasterolu (ST-OA) nieogrzewane
i ogrzewane w temperaturze 60 °C przez 12 godzin i 180 °C przez 8 godzin. Analizowane zwigzki byty
stosowane w stezeniu 40 pg/ml. Jako kontrole pozytywna zastosowano H>O. (100 uM). W zalezno$ci
od zawarto$ci DNA w ogonach komet, komety klasyfikowano do 5 klas: klasa 0 (brak uszkodzen DNA;
<1%), klasa 1 (mate uszkodzenia DNA; 1-25%), klasa 2 (Srednie uszkodzenia DNA; 25-45%), klasa 3
(duze uszkodzenia DNA; 45-70%), klasa 4 (bardzo duze uszkodzenia DNA; >70%).

KONTROLA ST nieogrzewany ST-LA nieogrzewany ST-OA nieogrzewany

KAMPTOTECYNA ST 60 ST-LA 60 ST-OA 60

H20: ST 180 ST-LA 180 ST-OA 180

Rycina 18. Obrazy komorek traktowanych analizowanymi zwigzkami w dawce 40 pg/ml, po zatopieniu
w agarozie, elektroforezie w warunkach alkalicznych i wybarwieniu barwnikiem SybrGold. Zdjecia
wykonano pod mikroskopem fluorescencyjnym przy powiekszeniu 100x.
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Rycina 19. Wyniki analizy kometowej przedstawiajace poziom uszkodzen DNA w komoérkach
nabtonka jelita grubego po ekspozycji na stigmasterol (ST), linolan stigmasterolu (ST-LA) i oleinian
stigmasterolu (ST-OA) nieogrzewane i ogrzewane w temperaturze 60 °C przez 12 godzin i 180 °C przez
8 godzin. Analizowane zwiazki byly stosowane w stezeniu 40 pg/ml. Jako zwiazek referencyjny
zastosowano H>O, (100 uM) w celu detekcji oksydacyjnych uszkodzen DNA w komorkach.
Na wykresach pokazano procentows zawarto§¢ DNA w ogonach komet (A) i parametr TCS (Total
Comet Score) obliczony wedlug rownania TCS = 0(n) +1(n) +2(n) +3(n) +4(n), gdzie “n” oznacza ilo$¢
komoérek w kazdej klasie komet (0, 1, 2, 3, 4) (B). Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + SD
(n=3).2p<0.05,°p<0.01,°p<0.001, 9 p<0.0001 wzgledem kontroli negatywnej (test t-Studenta).

4.6. Potencjal mutagenny i promutagenny stigmasterolu i jego estréw

Do detekcji potencjalnego dziatania mutagennego i/lub promutagennego stigmasterolu
i jego estrow zastosowano test mutacji powrotnych Amesa i cztery zmutowane szczepy bakterii
Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA102 i TA1537. W kontrolach pozytywnych uzyto
zwigzki referencyjne o udowodnionym dziataniu mutagennym. W celu weryfikacji
poprawnosci dziatania bakteryjnego uktadu modelowego wykonano analizy optymalizacyjne
w oparciu 0 mutageny referencyjne. Wyniki analiz wstepnych przedstawiono na rycinie 20.

Na ich podstawie ustalono dawki mutagenow referencyjnych zastosowane w analizach nad
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potencjalem mutagennym/promutagennym stigmasterolu, estrow stigmasterolu i produktow

powstajacych podczas ich obrobki termiczno-oksydacyjnej. Aktywnos$¢ mutagenng zwigzkow

referencyjnych przedstawiono w tabeli 10.
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Rycina 20. Indukcja rewersji mutacji i aktywno$¢ mutagenna w analizowanych szczepach bakterii
Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA102 i TAI537 2z =zastosowaniem mutagenow
i promutagendow referencyjnych. Jako zwiazki wzorcowe zastosowano: 2-aminofluoren (TA98) (A),
azydek sodu (TA100) (B), wodoronadtlenek tert-butylu (TA102) (C) i 9-aminoakrydyne (TA1537) (D)
bez aktywacji metabolicznej (-S9) oraz 2-aminoantracen z aktywacja metaboliczng (+S9).

Tabela 10. Aktywnos$¢ mutagenna wyznaczona dla mutagendéw referencyjnych zastosowanych w tescie
Amesa

Mutagen referencyjny Aktywacja Aktywno$¢ mutagenna (AM)
(ng/plytke) metaboliczna | TAgg | TA100 | TA102 | TA1537
2-aminofluoren (200 pg/plytke) - 6,25 - - -
azydek sodu (1 pg/ptytke) - - 11,49 - -
tert-butyl-H202 (50 pg/ptytke) - - - 3,90 -
9-aminoakrydyna (25 pg/ptytke) - 18,18
2-aminoantracen (20 pg/plytke) + 0,64 0,46 - 0,56
2-aminoantracen (10 ug/ptytke) + - - 0,37 -

Wyniki analizy potencjatu mutagennego stigmasterolu, jego estrow oraz produktéw ich
termicznej degradacji przedstawiono na rycinie 21, natomiast aktywnos$¢ mutagenng zwigzkow
zamieszczono w tabeli 11.

Szczep S. typhimurium TA98 wykrywa rozne mutageny powodujace zmiany ramki
odczytu (Maron i Ames, 1983). Mutagenem referencyjnym zastosowanym do analiz byt
2-aminofluoren. Ilo$¢ rewertantow szczepu TA98 zwickszyla si¢ jedynie pod wplywem
stigmasterolu nieogrzewanego oraz ogrzewanego w temperaturze 180 °C (8 h) w obecnosci
frakcji mikrosomalnej. Zaden z pozostatych analizowanych zwigzkow niezaleznie od aktywacji

metabolicznej nie wykazywat potencjalu mutagennego w stosunku do szczepu TA98. Wartosci
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aktywno$ci mutagennej (AM) wyznaczone dla wszystkich badanych zwigzkoéw
z zastosowaniem szczepu TA 98 wynosity ponizej 2, czyli minimalnej wartosci AM wymaganej
dla zwigzkéw mutagennych. Dla poréwnania, wartos¢ AM oznaczona dla mutagenu
referencyjnego wynosita 6,25 (tabela 10).

Szczep S. typhimurium TA100 pozwala na wykrywanie mutacji polegajacych
na podstawieniu par zasad (Maron i Ames, 1983). Mutagenem referencyjnym zastosowanym
dla tego szczepu byl azydek sodu. Zwigkszenie liczebno$ci rewertantow tego szczepu
spowodowat jedynie stigmasterol nieogrzewany i ogrzewany w temperaturze 180 °C bez
udziatu aktywacji metabolicznej. Pozostale badane zwigzki, niezaleznie od aktywacji
metabolicznej, nie miaty wplywu na liczebno$¢ bakterii szczepu TA100. Zaden
z analizowanych zwiazkéw nie wykazywal AM powyzej 2. AM dla mutagenu wzorcowego
wynosita 11,49 (tabela 10).

Szczep S. typhimurium TA102 jest stosowany do wykrywania aktywno$ci mutagennej
zwigzanej z potencjalem oksydacyjnym (Maron i Ames, 1983; Levin i in., 1982). Jako mutagen
referencyjny dla tego szczepu wykorzystano wodoronadtlenek tert-butylu. Stigmasterol oraz
linolan stigmasterolu ogrzewane w 180 °C bez frakcji mikrosomalnej zwigkszaty ilos¢
rewertantow tego szczepu, a linolan stigmasterolu ogrzewany w 60 °C niezaleznie od aktywacji
metabolicznej ja obnizat. Oleinian stigmasterolu niezaleznie od aktywacji metabolicznej nie
wptywat na liczebnos$¢ bakterii szczepu TA 102. Dzialanie zwigzkéw na bakterie szczepu
TA102 mozna okresli¢ jako stabe, o czym $wiadczy warto$¢ AM mniejsza od 2.
Dla porownania, AM dla mutagenu referencyjnego wynosita 3,90 (tabela 10).

Szczep S. typhimurium TA1537 pozwala na wykrycie mutagendw zmieniajacych ramke
odczytu (Ames i in., 1973). Mutagenem referencyjnym zastosowanym w analizie na tym
modelu byta 9-aminoakrydyna. Obnizenie liczebnos$ci komorek tego szczepu spowodowat
stigmasterol nicogrzewany oraz ogrzewany w temperaturze 60 °C, a takze linolan stigmasterolu
ogrzewany w 60 °C i 180°C z dodatkiem frakcji mikrosomalnej. Oleinian stigmasterolu
niezaleznie od aktywacji metabolicznej 1 obrobki termicznej nie wptywat na liczebnos¢ bakterii
szczepu TA1537 (ryc. 21L). W szczepie TA1537 badane zwiazki takze nie wykazaty dziatania
mutagennego (AM<2), natomiast AM mutagenu referencyjnego wynosita 18,18 (tabela 10).

Do tej pory przeprowadzono kilka badan nad mutagennoscia stigmasterolu, jego estrow
i produktéw ich termicznej degradacji. Test odwrotnej mutacji z wykorzystaniem zmutowanych
szczepow bakterii Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA1535 i TA1537 nie wykazat
mutagennosci 1 promutagenno$ci mieszaniny estréw fitosteroli z 18-procentowym udziatem

estrow stigmasterolu (Wolfreys i Hepburn, 2002). Roéwniez mieszanina utlenionych
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pochodnych fitosteroli, powstalta w wyniku dlugotrwatego ogrzewania koncentratu estrow

fitosteroli, zawierajacego 19% estrow fitosteroli, nie wywolala efektow mutagennych
w szczepach TA98, TA100, TA1535, TA1537 i TA102 bakterii Salmonella typhimurium

(Lea i in., 2004). Analizowano takze ckstrakt z lisci rosliny Crotalaria pallida oraz

wyizolowany z niego stigmasterol. Jedynym z badanych szczepow, na ktore mutagennie dziatat

wymieniony ekstrakt byl szczep Salmonella typhimurium TA98. Jednak wyizolowany

stigmasterol nie wykazal dzialania mutagennego w stosunku do tego szczepu, zar6wno

w obecnosci, jak i przy braku enzymow metabolizujacych (Boldrin i in., 2013). Podobnie,

ekstrakt chloroformowy zawierajacy stigmasterol pozyskany z lici rosliny Alchornea

triplinervia nie wykazat dziatania mutagennego w tescie Amesa (Calvo i in., 2010).
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Rycina 21. Wplyw stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianu stigmasterolu
(ST-OA) nieogrzewanych i ogrzewanych w temperaturze 60°C (12 h) i 180°C (8 h) na rewersje mutacji
w szczepach bakterii Salmonella typhimurium TA98 (A-C), TA100 (D-F), TA102 (G-I) i TA1537 (J-L)
bez dodatku i z dodatkiem frakcji mikrosomalnej (S9). Analizy wykonano po ekspozycji komorek
na zwigzki w dawce 40 pg/ml. Roznice statystycznie istotne na poziomie ? p <0,05,° p <0,01, ¢ p <0,001,

¢ p <0,0001.

Tabela 11. Aktywno$¢ mutagenna stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) oraz oleinianu
stigmasterolu (ST-OA) w szczepach Salmonella typhimurium TA98, TA100, TA102 i TA 1537
wyliczona w te$cie odwroconej mutacji Salmonella z (+S9) oraz bez aktywacji metabolicznej (-S9)

AM

Stigmasterol

Nieogrzewany 60°C12h 180 °C 8 h
Szczep -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,32 0,60 0,57 -0,01 0,24 -0,1
salmonella . Linolan stigmasterolu
typhimurium TA98 Nieogrzewany 60°C12h 180 °C 8 h
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
1,18 -0,01 0,53 -0,02 1 -0,06
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Oleinian stigmasterolu
Nieogrzewany 60°C 12 h 180 °C 8 h
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,24 -0,13 -0,09 -0,09 0,15 0,06
Stigmasterol
Nieogrzewany 60°C 12 h 180 °C 8 h
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,88 0,10 0,19 0,11 1,21 0,08
Linolan stigmasterolu
Salmonella Nieogrzewany 60°C12h 180 °C 8 h
typhimurium TA100 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
-0,21 -0,01 0,02 0,02 -0,08 -0,02
Oleinian stigmasterolu
Nieogrzewany 60°C 12 h 180 °C 8 h
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
-0,16 0,13 -0,04 0,08 0,20 0,11
Stigmasterol
Nieogrzewany 60°C12h 180°C8h
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,03 0,02 0,22 0,05 0,45 -0,01
Linolan stigmasterolu
Salmonella Nieogrzewany 60°C12h 180 °C 8 h
typhimurium TA102 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,12 -0,11 -0,24 -0,23 0,45 0,13
Oleinian stigmasterolu
Nieogrzewany 60°C12h 180 °C 8 h
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,02 0,04 0,13 0,18 0,04 0,16
Stigmasterol
Nieogrzewany 60°C12h 180°C8h
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
-0,54 -0,35 0,00 -0,31 0,00 -0,05
salmonella _ Linolan stigmasterolu
typhimurium Nieogrzewany 60°C12h 180°C8h
TA1537 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,06 -0,21 -0,25 -0,31 0,13 -0,69
Oleinian stigmasterolu
Nieogrzewany 60°C12h 180°C8h
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
0,81 -0,13 0,31 -0,09 -0,19 0,06

4.7. Wplyw stigmasterolu i estrow stigmasterolu na produkcje reaktywnych form

tlenu w komorkach

Wptyw badanych zwigzkéw na wytwarzanie RFT w prawidlowych komorkach jelita

grubego CCD 841 CoN przedstawiono na rycinie 22. W kontroli pozytywnej zastosowano H2O>
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W stezeniu 50 uM w celu indukcji produkcji RFT w komorkach. Stigmasterol oraz jego estry
linolowy i oleinowy niepoddawane ogrzewaniu wprowadzone do hodowli komorkowe;j
w najwyzszej analizowanej dawce (40 pg/ml) nie wplywaly na poziom RFT w badanych
komorkach. Jednakze w komorkach traktowanych stigmasterolem oraz jego estrem linolowym,
ktore byly ogrzewane w temperaturze 60 °C przez 12 godzin, wykazano istotne zwickszenie
wytwarzania RFT. Wzrost wewnatrzkomorkowych RFT wynosit 14% oraz 21% odpowiednio
dla stigmasterolu oraz linolanu stigmasterolu. Ester oleinowy stigmasterolu po ogrzewaniu
w tych warunkach nie powodowat zwigkszenia ilosci RFT w komorkach (ryc. 22). Podobne
efekty obserwowano w komorkach eksponowanych na stigmasterol oraz linolan stigmasterolu
po ogrzewaniu w temperaturze 180 °C przez 8 h. Poziom wewnatrzkomoérkowych RFT
zwigkszyl si¢ odpowiednio o 21% i 34% po traktowaniu stigmasterolem i linolanem
stigmasterolu. Ester oleinowy stigmasterolu ogrzewany w 180 °C nie indukowat generowania
RFT w komorkach (ryc. 22).
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Rycina 22. Wplyw stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianu stigmasterolu
(ST-OA) nieogrzewanych i ogrzewanych w temperaturze 60 °C przez 12 godzin i 180 °C przez 8 godzin
na wewnatrzkomorkowa produkcje reaktywnych form tlenu (RFT) w komodrkach nabtonka jelitowego
okreznicy CCD 841 CoN. Analizy wykonano po ekspozycji komorek na zwigzki w dawce 40 pg/ml.
Nadtlenek wodoru H.O, (50 uM) zastosowano jako zwigzek referencyjny generujacy w komoérkach
stres oksydacyjny. Dane sg wyrazone jako $rednie z trzech niezaleznych eksperymentow = SD. # p <0.05,
bp << 0.01, ° p <0.001, ¢ p < 0.0001 w odniesieniu do nietraktowanych komérek kontrolnych (test
t-Studenta).

RFT w niskich i umiarkowanych dawkach reguluja normalne funkcje fizjologiczne
zwigzane z progresja 1 proliferacja cyklu komdrkowego, roznicowaniem, migracjg i $miercig
komorek. Jednakze ich nadmierna akumulacja powoduje uszkodzenia oksydacyjne
makroczasteczek komérkowych (bialek, lipidow, DNA), bton i organelli, co moze indukowaé
apoptotyczng $mier¢ komorki (Redza-Dutordoir i Averill-Bates, 2016). Zhang i in. (2023)
wykazali, ze stigmasterol w dawkach 0 — 40 pg/ml obniza stres oksydacyjny w prawidtowych
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ludzkich komoérkach nabtonka oskrzeli BEAS-2B. Wyniki badan Mongkolpobsin i in. (2023)
sugeruja, ze stigmasterol wyizolowany z kwiatow Azadirachta indica w mysich komorkach
hipokampa (HT-22) hamuje indukowana glutaminianem $mier¢ komorek nerwowych poprzez
zmniejszanie wewnatrzkomorkowej akumulacji RFT 1 ostabianie depolaryzacji btony
mitochondrialnej, wraz z aktywacjg enzymow antyoksydacyjnych. Po 24 godzinach inkubacji
z 1 uM stigmasterolem, w komorkach nerwiaka zarodkowego SH-SY5Y zaobserwowano
ostabienie wewnatrzkomorkowego wytwarzania RFT na poziomie poréwnywalnym
z dzialaniem resweratrolu (Pratiwi i in. 2021). Z drugiej strony, stigmasterol indukowat wysoka
nadprodukcje RFT w komodrkach Caco-2 (Lopez-Garcia i in., 2017). Wptyw produktow
oksydacji stigmasterolu na wewnatrzkomorkowa produkcje RFT i1 aktywowang przez nie
apoptoz¢ w ludzkich komodrkach pochodzacych z tkanek prawidtowych nie zostal wczesniej
opisany. Kilka badan sugeruje jednak kluczowa rolg stresu oksydacyjnego w apoptozie

indukowanej przez produkty utleniania cholesterolu (Leonarduzzi i in., 2006; Woo i in., 2022).

4.8. Wplyw stigmasterolu i estrow stigmasterolu na aktywnos¢ kaspaz 3/7

Potencjalne dziatanie apoptotyczne stigmasterolu, linolanu stigmasterolu oraz oleinianu
stigmasterolu wykrywano poprzez oznaczenie ich wplywu na aktywnos$¢ kaspaz-3/7
w prawidlowych komorkach jelita grubego CCD 841 CoN. Wyniki analiz przedstawiono
na rycinie 23. Uzyskane dane wskazuja, ze wszystkie analizowane zwigzki w dawce 40 pg/ml
powodowaty zwigkszenie aktywnosci kaspazy-3/7 w eksponowanych komorkach. Najwyzsza
reaktywnos$cig charakteryzowat si¢ linolan stigmasterolu, ktory w postaci nieogrzewanej
spowodowatl 4,7-krotny wzrost aktywno$ci kaspaz 3/7, natomiast po ogrzewaniu
w temperaturze 60 °C (12 h) i 180 °C (8 h) zwigkszal aktywnos$¢ tych enzymoéw
6,9- i 7,3-krotnie. Duzy wplyw na aktywno$¢ kaspaz 3/7 miat rowniez stigmasterol ogrzewany
w 180 °C, zwigkszajac 8,7-krotnie aktywnos¢ enzymow (ryc. 23).

Wyniki badan nad proapoptotycznym czy antyapoptotycznym dziataniem
stigmasterolu, opublikowane w literaturze, nie sg jednoznaczne. W zaleznos$ci od pochodzenia
komorek 1 dawki fitosterolu dane raportowane przez autorow prowadzity do réznych
wnioskow. W pracy Li i in. (2018), stosujac barwienie DAPI, wykazano, Ze stigmasterol
indukuje apoptoze w komodrkach raka zotagdka SNU-1 w sposob zalezny od dawki. Dane
uzyskane w badaniach AmeliMojarad i in. (2022) rowniez potwierdzity, ze stigmasterol istotnie
obniza ekspresj¢ gendéw antyapoptotycznych Bcl-2 i Bcl-XL oraz indukuje apoptoze

w komodrkach nowotworu piersi linii MCF-7. Podobnie, proapoptotyczne dziatanie
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stigmasterolu udokumentowano w ludzkich komorkach raka zotadka linii SGC-7901
I MGC-803. Apoptoza indukowana stigmasterolem przebiegata z podwyzszong ekspresja
biatka Bax przyspieszajacego apoptozg, rozszczepienie kaspazy-3 i PARP oraz obnizong
ekspresje biatka Bcl-2 (Zhao i in., 2021). Stigmasterol w dawkach 0 — 20 pg/ml stymulowat
réwniez rozszczepienie kaspazy-3 i kaspazy-9 w komorkach raka jajnika linii ES2 i OV90.
Ponadto, aktywowat on cytochrom C oraz bialtka proapoptotyczne Bak i Bax w obu liniach
komorkowych (Bae i in., 2020). W badaniach O’Callaghan i in. (2010), utlenione pochodne
stigmasterolu: epoksydiol, 7B-OH oraz diepoksyd powodowaly istotny wzrost populacji
komorek apoptotycznych w hodowli komoérek nowotworowych U937, za§ pochodne 7-keto,

B-epoksy i 22R,23R-triol nie indukowaty w nich apoptozy.
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Rycina 23. Wpltyw stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianu stigmasterolu
(ST-OA) nieogrzewanych i ogrzewanych w temperaturze 60 °C przez 12 godzin i 180 °C przez 8 godzin
na aktywnos¢ kaspaz 3/7 w komoérkach nabtonka jelitowego okreznicy CCD 841 CoN. Analizy
wykonano po ekspozycji komorek na zwigzki w dawce 40 pg/ml. Kamptotecyng (KMP) w dawce
50 nM zastosowano jako zwiazek referencyjny indukujacy proces apoptozy. Dane sg wyrazone jako
$rednie z trzech niezaleznych eksperymentow (n=3). 2 p < 0.05, ® p <0.01, ¢ p <0.001, ¢ p < 0.0001
w odniesieniu do nietraktowanych komoérek kontrolnych (test t-Studenta).

Z kolei badania Pratiwi 1 in. (2021) wykazaty, ze w komorkach neuroblastycznych
SH-SY5Y traktowanych wstepnie 1 uM stigmasterolem i wystawionych na dziatanie H20>
zmniejszyt si¢ odsetek komorek apoptotycznych a poziom biatka antyapoptotycznego Bcel-2 nie
ulegl obnizeniu w stosunku do komorek kontrolnych. Podobnie, w badaniach
przeprowadzonych przez Lee 1 in. (2018) wykazano, ze stigmasterol jest silnym inhibitorem
apoptozy indukowanej za pomoca peptydu B-amyloidu (AP2s-3s) w komodrkach PCI12
chromochtonnego guza pochodzenia szczurzego. Natomiast w badaniach Trouillas i in. (2005)
stigmasterol nie powodowat typowej dla apoptozy fragmentacji DNA, w ludzkich komérkach

kostniakomigsaka 1547.
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4.9. Wplyw stigmasterolu i estrow stigmasterolu na przebieg cyklu komérkowego

Cykl komorkowy w komorkach CCD 841 CoN eksponowanych na dziatanie
stigmasterolu, jego estrow oraz produktow ich termicznej degradacji analizowano za pomocg
cytometrii przeptywowej. Rozmieszczenie komorek w roznych fazach cyklu przedstawiono
na rycinie 24. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze badane zwiazki w stgzeniu
40 pg/ml moga zakldcaé przebieg cyklu komérkowego w komodrkach nablonka jelitowego
CCD 841 CoN.

Stigmasterol, zaréwno nicogrzewany, jak i ogrzewany w 60 °C (12 h) oraz
w 180 °C (8 h) powodowat akumulacj¢ komoérek w fazie Go/M. Ponadto stigmasterol poddany
procesowi ogrzewania w 180 °C zmniejszyt populacje komoérek w fazie Go/G1 1 zwigkszyt
subpopulacje komoérek martwych o nizszej zawartosci DNA. Nieznaczne zwigkszenie
subpopulacji komodrek o obnizonej zawartosci DNA zaobserwowano rowniez w hodowlach
traktowanych estrami stigmasterolu (linolowym i oleinowym) w dawce 40 ug/ml. Poza tym,
linolan stigmasterolu poddany obrdobce termicznej w 180 °C spowodowat takze niewielki
spadek ilosci komorek w fazie G2/M. Analiza dystrybucji komérek w réznych fazach cyklu
komorkowego wskazuje na tagodne dziatanie badanych zwigzkow indukujace $mier¢ komorek,
niezaleznie od procesu ogrzewania. Efekty te sg stosunkowo stabe w poréwnaniu do efektow
wywolywanych przez zwigzek referencyjny - kamptotecyng, ale statystycznie znamienne
(p<0,05).

W badaniach prezentowanych w literaturze oznaczano wptyw stigmasterolu na przebieg
cyklu komoérkowego w komoérkach pochodzenia nowotworowego. Stigmasterol indukowat
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie Go/G: w komorkach raka endometrium
(Wang 1 in., 2022). Stwierdzono takze, ze stigmasterol hamuje proliferacj¢ komorek raka
zotadka SNU-1 poprzez zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie Go/M (Li i in., 2018),
podobnie jak podczas hamowania cyklu komoérkowego wywolanego przez stigmasterol
w prawidtowych komoérkach blony Sluzowej okreznicy, ktore przedstawiane sg w niniejszej
pracy. W badaniach Bae i in. (2020) w komorkach raka jajnika ES2 oraz OV90, po traktowaniu
stigmasterolem w stezeniu 20 pg/ml, zwigkszyt si¢ odsetek komorek w fazie subGi
(odpowiednio o 11,1% oraz 5,6%). W komoérkach nowotworowych A549 1 HelLa
eksponowanych na stigmasterol zaobserwowano zatrzymanie cyklu komorkowego
w fazie G: bez zwigkszania populacji w fazie subGo (Sali i in. 2016). W badaniach
prowadzonych przez Kim 1 in. (2014) wykazano zatrzymanie cyklu komorkowego w fazach

Go/G1 oraz Go/M w komorkach nowotworu watroby HepG2 pod wplywem dziatania
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stigmasterolu. Natomiast w ludzkich komorkach kostniakomig¢saka linii 1547 traktowanych
stigmasterolem nie stwierdzono ingerencji w przebieg cyklu komorkowego
(Trouillas 1 in., 2005). Podobnie, brak =zaktécen cyklu komorkowego obserwowano
w nowotworowych komorkach jelita grubego Caco-2 po ekspozycji na 7-ketostigmasterol
(Alemany i in., 2012).
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Rycina 24. Rozmieszczenie komoérek nabtonka jelitowego okreznicy CCD 841 CoN w fazach cyklu
komorkowego po traktowaniu stigmasterolem (ST), linolanem stigmasterolu (ST-LA) i oleinianem
stigmasterolu (ST-OA) nieogrzewanym i ogrzewanym w temperaturze 60 °C przez 12 godzin i 180 °C
przez 8 godzin. Analizy wykonano po ekspozycji komoérek na zwiazki w dawce 40 pg/ml.
Kamptotecyne (KMP) w dawce 50 nM zastosowano jako zwigzek referencyjny, indukujacy proces
apoptozy 1 ingerujacy w przebieg cyklu komorkowego. Dane wyrazone sg jako Srednie z trzech
niezaleznych eksperymentéw (n=3). Poziom istotno$ci réznic a p < 0.05,  p < 0.01, ¢ p < 0.001,
4p <0.0001 obliczono w odniesieniu do nietraktowanych komoérek kontrolnych (test t-Studenta)

4.10. Wplyw stigmasterolu, estrow stigmasterolu i produktow ich termicznej

degradacji na nablonek jelitowy Caco-2

Analiza wptywu stigmasterolu i jego estrow przed i po obrobce termiczno-oksydacyjnej
na bariere jelitowa byta prowadzona z wykorzystaniem modelu ludzkiego nabtonka jelitowego
Caco-2. Komorki Caco-2 zostaly wyizolowane z ludzkiego gruczolakoraka okreznicy.
Jednakze, pomimo nowotworowego pochodzenia, kultur¢ Caco-2 charakteryzuje wysoKki
stopien podobienstwa zarowno pod wzgledem funkcjonalnym, jak i strukturalnym,
do prawidtowego ludzkiego nablonka jelitowego. Komorki Caco-2 w czasie 21-dniowej
hodowli podlegaja spontanicznemu réznicowaniu w komorki enterocyto-podobne z jadrem
usytuowanym w czesci podstawnej i mikrokosmkami jelitowymi, tworzacymi dojrzaty rabek
szczoteczkowy, w czgséci szczytowej (Pinto i in., 1983). Zréznicowana dtugoterminowa kultura

Caco-2 tworzy zwartag monowarstwe komorek o $cistych potaczeniach migdzykomoérkowych,
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o wysokim stopieniu polaryzacji 1 ekspresji enzymow rabka szczoteczkowego, izoenzymow
cytochromu P-450 oraz enzymow Il fazy, w tym: glutationo-S-transferazy, sulfotransferazy
czy UDP-glukuronylotransferazy. Ponadto, w komorkach Caco-2 ulegaja ekspresji przenosniki
biorgce udzial w aktywnym transporcie substancji przez nabtonek jelitowy (Tavelin i in., 2002;
Sambuy i in., 2005). Struktura i wiasciwosci funkcjonalne zréznicowanej kultury Caco-2,
zblizone do prawidlowego fizjologicznego nablonka jelitowego, przemawiaja za jej
wykorzystaniem jako modelu bariery jelitowej w badaniach nad biodostepnoscia
i wchlanianianiem lekow i substancji bioaktywnych zawartych w zywnosci. Zastosowanie
modelu Caco-2 uzasadnia rowniez dobra korelacja pomiedzy przenikalno$cig zwigzkow przez
sztuczny nabtonek jelitowy in vitro a ich wchianianiem w warunkach fizjologicznych in vivo
(Artusson i Karlsson, 1991; Yee, 1997).

4.10.1. Wplyw analizowanych zwigzkéw na proliferujace komérki Caco-2

W pierwszym etapie badan oceniono wplyw stigmasterolu i jego estrow w formie
nieogrzewanej i ogrzewanej w temperaturze 180 °C (8 h) na proliferacje, zywotnosc
1 aktywnos$¢ metaboliczng komorek Caco-2, rosnacych w standardowej hodowli na podlozu
statym 1 eksponowanych na analizowane zwiazki przez 72 godziny w fazie logarytmicznego
wzrostu komorek. Wyniki przeprowadzonych eksperymentow, przedstawione na rycinie 25,
wskazuja, ze estry stigmasterolu z kwasem linolowym (ryc. 25B) i oleinowym (ryc. 25C)
w dawkach do 40 pg/ml nie wywoluja efektow cytotoksycznych w hodowli namnazajacych sie
komorek Caco-2. Co wigcej, w hodowlach suplementowanych estrami stigmasterolu
obserwowano stymulujacy wptyw zwigzkéw na proliferacj¢ komorek (ryc. 25B i 25C).
Dziatanie promujace wzrost komorek nablonka jelitowego bylo widoczne roéwniez
w przypadku estrow stigmasterolu ogrzewanych w 180 °C. Efekty cytotoksyczne w hodowli
komorek zanotowano jedynie w przypadku zwigzku macierzystego w formie nieogrzewanej.
Wolny stigmasterol w zakresie st¢zen od 5 pg/ml do 40 ug/ml powodowat ok. 20% obnizenie
zywotnosci komorek w hodowli. Natomiast, po ekspozycji komorek Caco-2 na stigmasterol
poddany obrébce termiczno-oksydacyjnej w temperaturze 180°C przez 8 godzin, nie
obserwowano statystycznie istotnego wptywu na proliferacje i zywotnos¢ komoérek Caco-2
(ryc. 25A). Poczynione obserwacje sg zbiezne z wynikami analiz cytotoksyczno$ci
przeprowadzonych na prawidlowych komoérkach nablonka jelitowego i1 watroby, ktore
wykazaty, ze poziom cytotoksycznos$ci stigmasterolu ogrzewanego w 180 °C jest istotnie nizszy

niz stigmasterolu nieogrzewanego (tabela 9).
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Rycina 25. Wplyw stigmasterolu (ST) (A), linolanu stigmasterolu (ST-LA) (B) i oleinianiu
stigmasterolu (ST-OA) (C) nieogrzewanych i ogrzewanych w temperaturze 180°C na proliferacje,
zywotno$¢ i aktywno$¢ metaboliczng komorek nabtonka jelitowego Caco-2. Po 72 godzinach
ekspozycji, dziatanie zwigzkéw oznaczono za pomocg testu MTT. Dane okre$laja wzgledne zmiany
zywotno$ci komorek w odniesieniu do kontroli negatywnej (0). Wartosci przedstawiajg S$rednie
arytmetyczne = SD (n=3). Poziom istotnosci roéznic oznaczono testem t-Studenta w odniesieniu
do kontroli negatywnej. %p<0,05; ®p<0,01; p<0,001.
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4.10.2. Wplyw badanych zwigzkéw na integralno$¢ nablonka jelitowego

Wplyw nieogrzewanego i ogrzewanego (180 °C, 8 h) stigmasterolu, linolanu
stigmasterolu i oleinianu stigmasterolu na integralno$¢ nabtonka jelitowego Caco-2 0znaczano
poprzez pomiar przeznabtonkowej opornosci elektrycznej (TEER). W kontroli pozytywnej jako
zwigzek referencyjny zastosowano aspiryne, ktora hamuje proliferacj¢ komorek i prowadzi
do niszczenia $cistych potgczen komorkowych w nabtonku (Matsui i in., 2011).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze analizowane zwigzki, zar6wno
nieogrzewane, jak i ogrzewane w 180 °C, nie powodujg naruszenia integralno$ci nabtonka
jelitowego Caco-2 w czasie 4-godzinnej ekspozycji (ryc. 26A i 26B). Jednakze, w efekcie
wydtuzenia ekspozycji do 24 godzin obserwowano zmiany parametru TEER w zaleznoS$ci
od zastosowanego zwigzku. Stwierdzono, ze nieogrzewany i ogrzewany stigmasterol w dawce
40 pg/ml zmniejsza integralno$¢ bariery jelitowej Caco-2, na co wskazywalo zwigkszenie
wartosci TEER odpowiednio o0 33% i 23% (ryc. 26C i 26D). Efekty indukowane przez
stigmasterol byly znacznie stabsze niz dziatanie aspiryny, przy ktorej po 24 godzinach
ekspozycji obserwowano dezintegracje i rozszczelnienie nabtonka jelitowego (ryc. 26C).
W odréznieniu od stigmasterolu, jego estry, niezaleznie od ogrzewania, nie miaty negatywnego
wplywu na integralno$¢ nabtonka. W przypadku traktowania modelu bariery jelitowej
linolanem stigmasterolu w dawce 40 ug/ml nie zanotowano Statystycznie istotnych zmian
warto$ci parametru TEER (ryc. 26C i 26D). Natomiast oleinian stigmasterolu nieogrzewany
i ogrzewany w 180 °C w takim samym stezeniu powodowal zwigkszenie wartosci TEER
odpowiednio 0 21% 1 26%, co moze wskazywac na jego pozytywny wptyw na $cistos¢ potaczen
migdzykomorkowych w nabtonku jelitowym 1 potencjalng zdolno$¢ do uszczelniania bariery

jelitowej (ryc. 26C i 26D).
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Rycina 26. Wplyw stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianu stigmasterolu
(ST-OA) w dawce 40 pg/ml, nieogrzewanych (A, C) i ogrzewanych w temperaturze 180 °C (B, D)
na integralno$¢ nabtonka jelitowego Caco-2 po ekspozycji przez 4 godziny (A, B) i 24 godziny (C, D).
Wartosci okreslaja wzgledne zmiany parametru TEER w odniesieniu do kontroli negatywnej. Aspiryna
(ASP), jako referencyjny zwigzek naruszajacy integralno$¢ potaczen migdzykomorkowych w nabtonku
Caco-2, stanowita kontrole pozytywna. Wartosci przedstawiaja $rednie arytmetyczne £ SD (n=3).
Poziom istotnosci roznic oznaczono testem t-Studenta w odniesieniu do kontroli negatywnej. p<0,05;
bp<0,01; °p<0,001; %p<0,0001.

4.10.3. Wplyw analizowanych zwigzkéw na przesiakliwo$¢ nablonka jelitowego

Wplyw  stigmasterolu, linolanu  stigmasterolu 1 oleinianu  stigmasterolu
na przepuszczalno$¢ nablonka jelitowego Caco-2 0znaczano poprzez pomiar transportu
przeznabtonkowego dekstryny o $redniej masie molowej 4 kDa znakowanej izotiocyjanianem
fluoresceiny (FD4). FD4, jako zwigzek o bardzo matej przenikalnosci przez nabtonek jelitowy,
ktory jest transferowany przez nabtonek na drodze transportu parakomorkowego przez
przestrzen migdzykomorkowa, stosuje si¢ do detekcji nieszczelnosci jelit w badaniach nad
dysfunkcja bariery jelitowej (Putt i in., 2017).

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw wykazaty, ze 24-godzinna ekspozycja
nabtonka jelitowego na stigmasterol nieogrzewany i ogrzewany w 180 °C doprowadzita
do rozszczelnienia potaczen mig¢dzykomorkowych w nabtonku, czego wyrazem byta
zwigkszona przesigkliwos¢ nabtonka 1 szybszy przeptyw dekstryny FD4 przez nablonek
(ryc. 27A1 28A). Wspotczynniki przenikalnosci pozornej (Papp) obliczone dla transportu FD4
przez nablonek traktowany stigmasterolem nieogrzewanym 1 ogrzewanym byly 2,2
i 3,0-krotnie wigksze niz Papp oznaczone w hodowli kontrolnej nieeksponowanej
na stigmasterol (ryc. 27B).

Nieogrzewane estry stigmasterolu z kwasem linolowym i oleinowym nie powodowaty

naruszenia potaczen migedzykomoérkowych w nabtonku jelitowym (ryc. 27A, 27B, 28B, 28C).

90



Po ekspozycji na linolan stigmasterolu zaobserwowano nieznaczne, lecz statystycznie
znamienne, zmniejszenie wspotczynnika przenikalnosci Papp dla FD4 (p<0,05) (ryc. 27B),
chociaz istotno$¢ statystyczna redukcji szybkosci przeptywu FD4 nie zostata potwierdzona
(ryc. 27A). Natomiast, linolan stigmasterolu po ogrzewaniu w 180 °C spowodowat rozluznienie
potaczen migdzykomérkowych w nabtonku, co byto widoczne w nasileniu transportu FD4
(150%) (ryc. 27A i 28B) oraz zwigkszeniu wspotczynnika Papp (176%) w odniesieniu do
kontroli (ryc. 27B). W przypadku oleinianu stigmasterolu, po obrobce termicznej, nie
zanotowano jego wptywu na integralno$¢ nabtonka i szybko$¢ przenikania FD4 (ryc. 27A, 27B,
28C). Po 24-godzinnym traktowaniu nablonka aspiryng, dezintegracja bariery jelitowej
znalazta odbicie w znaczaco wigkszej ilosci FD4 przenikajacego przez nabtonek (p<0.0001)

(ryc. 27A1 27B).
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Rycina 27. Wplyw 24-godzinnej ekspozycji nabtonka jelitowego Caco-2 na stigmasterol (ST), linolan
stigmasterolu (ST-LA) i oleinian stigmasterolu (ST-OA) nieogrzewany i ogrzewany w 180 °C
na przepuszczalno$¢ dekstryny FD4 (A) 1 wspotczynnik przenikalno$¢ pozornej (Papp) (B). Aspiryne
(ASP) zastosowano jako zwigzek referencyjny powodujacy rozszczelnienie nablonka jelitowego.
Wartosci przedstawiajg srednie arytmetyczne = SD (n=3). Poziom istotno$ci roznic oznaczono testem
t-Studenta w odniesieniu do kontroli negatywnej. 2p<0,05; °p<0,01; °p<0,001; %p<0,0001.
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Rycina 28. Kinetyka transportu FD4 przez nabtonek jelitowy eksponowany przez 24 godziny
na stigmasterol (ST) (A), linolan stigmasterolu (ST-LA) (B) i oleinian stigmasterolu (ST-OA) (C)

nieogrzewane i ogrzewane w 180°C (ST180, ST-LA180, ST-OA180).
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4.10.4. Wplyw badanych zwiagzkéw na tworzenie funkcjonalnego nablonka jelitowego

in vitro

Wplyw stigmasterolu oraz linolanu 1 oleinianu stigmasterolu na tworzenie
funkcjonalnego nablonka jelitowego analizowano poprzez wprowadzanie wymienionych
zwigzkéw do hodowli komoérek Caco-2 podczas ich spontanicznego rdéznicowania
w enterocyty. Efekty prowadzonej suplementacji oceniano poprzez oznaczenie zmian
parametru TEER podczas dlugoterminowej hodowli komorek Caco-2. Ponadto, po 21 dniach
hodowli, oznaczano poziom przepuszczalnosci referencyjnego zwigzku FD4 poprzez
utworzong kultur¢ Caco-2 oraz analizowano ekspresje wybranych genéw kodujacych biatka

potaczen miedzykomorkowych, ktore utrzymuja szczelno$¢ nabtonka jelitowego.

410.4.1. Wplyw badanych zwiazkéw na integralno$¢ utworzonego nablonka

jelitowego

Formowanie  nabtonka  jelitowego Caco-2 o  szczelnych  potgczeniach
miedzykomdrkowych monitorowano poprzez pomiar zmian parametru TEER podczas calej
hodowli suplementowanej stigmasterolem i estrami stigmasterolu, w formie nieogrzewanej
i ogrzewanej w 180 °C.

Przeprowadzone eksperymenty wskazuja, ze stigmasterol i jego estry nie wykazuja
negatywnego wptywu na integralno$¢ utworzonego nablonka jelitowego, niezaleznie od ich
obrobki termicznej (ryc. 29). Parametr TEER w ostatnim — 21 dniu hodowli charakteryzowat
si¢ zblizonymi warto§ciami w prawie wszystkich hodowlach, niezaleznie od zastosowane;j
dawki zwigzku. Wyjatek stanowila hodowla suplementowana stigmasterolem po obrobce
termicznej w 180 °C, w ktorej oznaczone wartosci TEER byly wigksze niz w hodowli
kontrolnej. Zwigkszenie TEER wynosito odpowiednio 15%, 26% i 34% w przypadku
stigmasterolu w stezeniu 10 pg/ml, 20 pg/ml i 40 pg/ml (ryc. 29B). Zmiany w TEER
i ksztattowaniu integralnego nabtonka zanotowano réwniez podczas hodowli komoérek Caco-2
w obecnosci linolanu stigmasterolu w dawkach 20 pg/ml i 40 pg/ml. Kultury suplementowane
estrem z kwasem linolowym, w dniach od 4-tego do 12-tego, charakteryzowaty si¢ nizszymi
wartosciami TEER (ryc. 29C).
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Rycina 29. Wptyw stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianiu stigmasterolu
(ST-OA) w dawkach 10, 20 i 40 pg/ml, nieogrzewanych (A, C, E) i ogrzewanych w temperaturze 180°C
(B, D, F) na integralno$¢ nabtonka jelitowego podczas réznicowania komoérek Caco-2 w komorki
enterocyto-podobne. Kontrolg stanowita hodowla komorek Caco-2 bez dodatku analizowanych
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zwigzkoéw (0). Dane wyrazaja srednie arytmetyczne z trzech niezaleznych hodowli (n=3).

4.10.4.2. Wplyw badanych zwigzkow na szczelnos$¢ bariery jelitowe]

Szczelnos¢ bariery jelitowej utworzonej w dtugoterminowej hodowli komoérek Caco-2

w obecnosci stigmasterolu i jego estrow w formie nieogrzewanej i ogrzewanej w 180 °C

analizowano poprzez pomiar transportu przeznabtonkowego dekstryny FDA4.



Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze nicogrzewany stigmasterol w dawkach
10 pg/ml, 20 pg/ml i 40 pg/ml nie wptywa na stopien przepuszczalnosci FD4 przez utworzony
nabtonek jelitowy Caco-2. Natomiast, stigmasterol po obrdbce termicznej w 180 °C
wprowadzany do hodowli komorek Caco-2 w najwyzszej zastosowanej dawce (40 pg/ml)
powodowatl  powstanie  bariery  nablonkowej o  rozluZnionych  potgczeniach
miedzykomodrkowych, o czym §wiadczy 2-krotnie wigksza przenikalno$¢ FD4 niz w przypadku
transportu przez nabtonek kontrolny (ryc. 30A i 30B).

Estry stigmasterolu nieogrzewane i ogrzewane w 180 °C dodawane do hodowli
komorkowej Caco-2 w dawkach 10, 20 1 40 pg/ml nie wptynely na tworzenie Scistych polaczen
miedzykomodrkowych w nabtonku jelitowym i transport parakomoérkowy FD4. Nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic w przenikalnosci FD4 przez nabtonki jelitowe utworzone przy

suplementacji estrami i bez suplementacji w hodowli kontrolnej (ryc. 30C, 30D, 30E, 30F).
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Rycina 30. Wptyw stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianiu stigmasterolu
(ST-OA) w dawkach 10, 20 i 40 pg/ml, nicogrzewanych i ogrzewanych w temperaturze 180 °C
dodawanych do hodowli komoérek Caco-2 podczas ich réznicowania w komorki enterocyto-podobne
na wspotczynnik przenikalnosci pozornej Papp (A, C, E) i przeznabtonkowy przeptyw zwigzku
referencyjnego — dekstryny FD4 (B, D, F). Kontrolg stanowita hodowla komorek Caco-2 bez dodatku
analizowanych zwiazkéw (0). Wartosci przedstawiajg $rednie arytmetyczne = SD (n=3). Poziom
istotnosci r6znic oznaczono testem Tukeya w odniesieniu do kontroli negatywnej. ®p<0,05; °p<0,01;
°p<0,001.

4.10.4.3. Wplyw analizowanych zwiazkéw na ekspresje genow bialek Scistych polaczen

miedzykomorkowych w nablonku jelitowym

W ramach przedstawianej pracy analizowano wptyw ekspozycji roznicujacych komorek
Caco-2 na stigmasterol, linolan stigmasterolu 1 oleinian stigmasterolu na ekspresj¢ wybranych
genow, kodujacych biatkowe sktadniki potgczen miedzykomoédrkowych w nablonku, ktore
utrzymujg szczelno$¢ bariery jelitowej. W nabtonku jelitowym wyroznia si¢ dwa podstawowe
typy polaczen: potaczenia przylegajace, nazywane w nomenklaturze anglojezycznej adherens
junctions (AJs) i potaczenia Sciste (barierowe) nazywane tight junctions (TJs) (Sanchez i in.,
2019). W niniejszej pracy analizowano ekspresje genéw biatek transnabtonkowych, okludyny
1 klaudyny, taczacych btony sgsiednich komorek, oraz biatka peryferyjnego, zamykajacego,
zonula occludens-1 (ZO-1), typowych dla potaczen $cistych TJs.

Wyniki analizy molekularnej wykazaty, ze nieogrzewany stigmasterol nie wptywat na
poziom ekspresji TJP1, OCLN1 i CLDN1. Obserwowano jedynie nieznaczne, statystycznie
nieznamienne zwigkszenie ekspresji mRNA genu CLDN1 kodujacego klaudyne (ryc. 31A).
Natomiast stigmasterol poddany obrobce termicznej wprowadzany do hodowli komorek Caco-
2 w dawkach 20 pg/ml i 40 pg/ml spowodowal wzrost ekspresji mRNA wszystkich
analizowanych genow (TJP1, OCLN1 i CLDN1) kodujacych biatkowe sktadniki Scistych
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potaczen barierowych w nabtonku Caco-2, odpowiednio biatko kompleksu zonula occludens
(Z0O-1), okludyng i klaudyne (ryc. 31B).

Badania nad dziataniem estréw stigmasterolu pokazujg, ze linolan stigmasterolu
w dawkach 20 pg/ml i 40 pg/ml, niezaleznie od obrobki termicznej, znaczgco hamowat
ekspresje wszystkich analizowanych gendéw (ryc. 31C i 31D). Poczynione obserwacje
s zbiezne z analizg parametru TEER, ktérego wartosci byty nizsze niz w kulturze kontrolne;
prowadzonej bez suplementacji w czasie od 4-tego do 12-tego dnia hodowli. Uzyskane wyniki
wskazywaly na zaklocong integralnos¢ potaczen miedzykomorkowych w nabtonku
w hodowlach suplementowanych ogrzewanym linolanem stigmasterolu (ryc. 29C).

W przypadku oleinianu stigmasterolu ogrzewanego w 180 °C, zastosowanego
w najwyzszej dawce (40 pg/ml), zanotowano statystycznie istotny wzrost ilosci transkryptéw
mRNA genow TJP1 i OCLN1, bez wptywu na ekspresjc mRNA CLDN1. W mniejszych
dawkach ogrzewany ester oleinowy nie wptywat na poziom ekspresji analizowanych genow
(ryc. 31F). Natomiast oleinian stigmasterolu niepoddany obrobce termicznej, nie ingerowat

w ekspresje bialek TJs na poziomie mRNA, niezaleznie od stosowanego st¢zenia (ryc. 31E).
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Rycina 31. Wplyw stigmasterolu (ST), linolanu stigmasterolu (ST-LA) i oleinianu stigmasterolu
(ST-OA) w dawkach 10, 20 i 40 pug/ml, nieogrzewanych (A, C, E) i ogrzewanych w temperaturze
180 °C przez 8 godzin (B, D, F), dodawanych do hodowli komoérek Caco-2 podczas ich roznicowania,
na poziom ekspresji mRNA genéw TJP1, OCLN1 i CLDN1, kodujacych odpowiednio biatko zonula
occludens-1 (ZO-1), okludyne i klaudyne. Kontrole stanowita hodowla komorek Caco-2 bez dodatku
analizowanych zwigzkéw (0). Wartosci przedstawiaja $rednie arytmetyczne £ SD (n=3). Poziom
istotnosci ro6znic oznaczono testem Tukeya w odniesieniu do kontroli negatywnej. 2p<0,05; *p<0,01;
°p<0,001.

Model nabtonka jelitowego Caco-2 byt stosowany w badaniach transportu jelitowego
fitosteroli i pochodnych fitosteroli oraz ich zdolno$ci do hamowania wchtaniania cholesterolu.
W najnowszej pracy, Wang i in. (2023) analizowali mechanizm wchtaniania 7-ketofitosteroli
(7-ketositosterolu i 7-ketokampesterolu) i ich hamujacy wptyw na transport cholesterolu przez
nabtonek Caco-2. Stwierdzono, ze 4-godzinna ekspozycja monowarstwy komorek Caco-2
na cholesterol-d7, p-sitosterol, kampesterol oraz utlenione pochodne fitosteroli
(7-ketositosterol i 7-ketokampesterol) w stezeniach 15 uM, 30 uM i 45 pM nie powoduje zmian
w warto$ciach parametru TEER i nie zwigksza przenikalno$ci substancji referencyjnej (soli
sodowej fluoresceiny), co wskazuje na brak naruszenia integralnosci bariery jelitowej (Wang
i in., 2023). Podobne wnioski sformutowano na podstawie wynikéw badan, uwzgledniajacych
krotkotrwata 4-godzinng ekspozycje nabtonka jelitowego na stigmasterol, estry stigmasterolu
i pochodne powstajace podczas obrobki termiczno-oksydacyjnej, przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy. Do tej pory jednak nie publikowano prac przedstawiajacych badania nad
dhugotrwatym dziataniem stigmasterolu i jego pochodnych na nabtonek jelitowy, szczelno$é
i przesiakliwos¢ nabtonka i ekspresje biatek TJs. Z uwagi na niska absorpcjg jelitowa fitosteroli,
okreslong w modelu Caco-2 na poziomie 1,2%-1,7% i 1,2%-2,2% odpowiednio
dla 7-ketositosterolu i 7-ketokampesterolu, jak roéwniez stabg przenikalno$¢ zwigzkoéw

macierzystych (Wang i in., 2023), uzasadnionym celem badan jest analiza wptywu fitosteroli,
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w tym stigmasterolu, na komorki nabtonka jelitowego, na ktory fitosterole oddziatujg
w najwickszych dawkach, w sposob bezposredni i dlugotrwaty. Niewatpliwie waznym
aspektem jest czas ekspozycji, ktory ma istotne znaczenie dla wywolywanych efektow
cytotoksycznych,  determinujgcych  przesigkliwos¢  bariery  jelitowej,  transport
przeznablonkowy Czy procesy zwigzane z regeneracjg nablonka jelitowego. Dlatego
W niniejszej pracy wykonano rowniez eksperymenty pozwalajace na analiz¢ chronicznego,
dlugotrwatego dzialania stigmasterolu i jego pochodnych na komorki nabtonka jelitowego
i tworzenie funkcjonalnej bariery jelitowej.

Wang i in. (2023) ocenili wptyw fitosteroli (B-sitosterolu i kampesterolu oraz
7-ketositosterolu i 7-ketokampesterolu) na proliferacje i zywotnos¢ komorek Caco-2 w czasie
48-godzinnej ekspozycji w hodowli ptytkowej na podtozu statym, nieporowatym. Autorzy nie
stwierdzili cytotoksycznego dzialania B-sitosterolu i kampesterolu w stezeniach do 90 pM.
Natomiast pochodne, 7-ketositosterol i 7-ketokampesterol, charakteryzowaly si¢ wyzsza
cytotoksycznoscig. Efekty cytotoksyczne wywotane przez wymienione 0oksypochodne
obserwowano po zastosowaniu dawki wynoszacej 60 uM (Wang i in., 2023). W badaniach
przeprowadzonych w niniejszej pracy obserwowano efekty cytotoksyczne stigmasterolu po
72-godzinnej ekspozycji komorek Caco-2. Pierwsze statystycznie znamienne dziatanie
hamujace rozw6j hodowli zanotowano po suplementacji stigmasterolem w dawce 1,25 pg/ml
(3,0 uM). Natomiast zwigkszenie stezenia stigmasterolu do 40 pug/ml (96,9 uM) skutkowato
obnizeniem zywotno$ci komorek o ok. 20% (ryc. 25A). W przypadku pochodnych utlenionych
1 produktow degradacji stigmasterolu generowanych w temperaturze 180 °C przez 8 godzin,
w zakresie stezen do 40 pg/ml nie obserwowano dzialania cytotoksycznego na komorki
Caco-2 (ryc. 25A). Podobnie, Alemany i wsp. (2012) nie wykryli cytotoksycznego dziatania
pochodnej 7-keto stigmasterolu w stgzeniach do 120 uM podczas ekspozycji komorek Caco-2
przez 4 — 24 godzin. Wymieniona oksypochodna stigmasterolu stanowita 28,4% wszystkich
oznaczonych oksyfitosteroli powstajacych w wyniku ogrzewania stigmasterolu w 180 °C
(tabela 7). Z drugiej strony, analiza proteomiczna wykonana przez grupe Laparra i wsp. (2015)
wykazala, ze 7-ketostigmasterol moze wplywa¢ na zmiany ekspresji biatek istotnych
dla funkcjonowania mitochondriow, utrzymania homeostazy lipidow, uczestniczacych
w stanach zapalnych 1 odpowiedzi przeciwzapalnej oraz bialek waznych dla proliferacji
komorek. Jednoczesnie wykazano wptyw pochodnej stigmasterolu na fenotypowg adaptacyjng
odpowiedz komorek jelitowych Caco-2 (Laparra i in., 2015). Stad w badaniach bedacych
przedmiotem niniejszej pracy, podczas dlugoterminowej hodowli komoérek Caco-2 i ich

chronicznego narazenia na stigmasterol i jego pochodne, przy jednoczesnym utrzymywaniu
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dobrych warunkéw srodowiska zapewniajgcych wzrost komorek, mogto dochodzi¢ do selekcji
komorek przezywajacych 1 ich adaptacji. Laparra i in. (2015) dowiedli rowniez,
ze 7-ketostigmasterol wptywat na zmiany proteomu w komoérkach Caco-2 w sposdb odmienny
niz 7-ketocholesterol. Najwicksze zmiany proteomiczne obejmowaly obnizony poziom
ekspresji biatek zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng i1 przezycie komorek
jelitowych. Ekspozycja na 7-ketostigmasterol spowodowata przede wszystkim zwigkszenie
ekspresji bialek zaangazowanych w procesy zapalne, proliferacje komorek i sygnalizacje
komorkowa (Laparra i in., 2015). Warto zauwazy¢, ze w hodowlach komorek jelitowych
inkubowanych z 7-ketostigmasterolem zidentyfikowano zmiany w bialkach istotnych dla
wewnatrzkomoérkowej homeostazy jonowej 1 prawidtowej organizacji cytoszkieletu,
co wskazuje na mozliwo$¢ zaburzen procesOw wchlaniania jelitowego niektorych sktadnikow
odzywczych (Laparrai in., 2015).

Badania przedstawiane w literaturze naukowej na temat dziatania fitosteroli i ich
pochodnych na nabtonek jelitowy sa nieliczne, a raportowane wyniki nie sg jednoznaczne.
Dlatego postuluje si¢ 0 rozszerzenie prowadzonych prac badawczych, ktore powinny dotyczy¢
nie tylko aspektow bezpieczenstwa fitosteroli i ich pochodnych, ale rowniez konsekwencji
zdrowotnych wynikajacych z potencjalnego zaktocania proceséw wchlaniania jelitowego.
Szeroko zakrojone badania na poziomie przedklinicznym i klinicznym sa pilnie potrzebne
z uwagi na wielokierunkowe i wieloptaszczyznowe dziatanie fitosteroli i ich coraz wigksze

spozycie w codziennej diecie.
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5. Podsumowanie

Zywno$¢ funkcjonalna wzbogacona stigmasterolem i jego estrami moze by¢
przeznaczona do bezposredniego spozycia lub do gotowania, pieczenia i smazenia. Niestety,
po obrdbce termicznej moze ona stanowi¢ zrodlo produktow termicznej degradacji fitosteroli,
w tym pochodnych utleniania stigmasterolu oraz zwigzkow niskoczasteczkowych, takich jak
substancje lotne i1 oligomery o stabo udokumentowanej biodostgpnosci i bezpieczenstwie dla
organizmu (Rudzinska, 2022; Wang i Lu, 2018).

Analizy cytotoksycznosci wykazaty stosunkowo wysoki potencjat cytotoksyczny
wolnego stigmasterolu. Wtasciwa dawka cytotoksyczna (ECsp) stigmasterolu nieogrzewanego,
ktora spowodowala 50% obnizenie zywotno$ci komorek nabtonka okreznicy, zostata obliczona
na 2,95 pg/ml. Wyniki testu cytotoksycznosci MT-FMC wskazujg, ze wolny stigmasterol
indukuje zalezne od dawki zmniejszenie zywotnosci komodrek okreznicy skorelowane
ze wzrostem liczby komorek martwych. Pierwsze efekty cytotoksyczne w hodowlach komoérek
okreznicy, odzwierciedlone w 10% spadku liczby zywych komorek, zaobserwowano
po traktowaniu stigmasterolem w stezeniu nizszym niz 1 pg/ml. Podobne wyniki uzyskano dla
komorek watroby THLE-2 oraz komorek nabtonka jelita cienkiego FHs 74 Int, przy czym w
przypadku komorek FHs 74 Int dawka cytotoksyczna ECsp byla znacznie wyzsza
(30,64 pg/ml). Ponadto, wykazano, ze wolny stigmasterol w wyzszych dawkach (5—40 pg/ml)
znaczaco hamuje synteze DNA w komorkach btony §luzowej okreznicy, wywierajac silne
dziatanie antyproliferacyjne. Stwierdzono réwniez, ze stigmasterol, niezaleznie od obrobki
termicznej powoduje nieznaczne uszkodzenia DNA w komorkach, co mogltoby sugerowacé jego
potencjalng genotoksycznos¢. Jednakze dziatanie stigmasterolu byto na tyle stabe, ze analiza
warto$ci parametru TCS nie potwierdzita efektow zwigzanych z degradacja DNA. Analizy
potencjalu mutagennego wykazaty, ze nieogrzewany stigmasterol ma zdolno$¢ do cofania
mutacji w szczepie Salmonella typhimurium TA100 bez aktywacji metabolicznej,
a w szczepach TA98 i TA1537 tylko w warunkach aktywacji metabolicznej. Natomiast
obliczone indeksy mutagennosci, ktore nie przekraczaty wartosci 2, wymaganej dla zwigzkoéw
mutagennych, nie wskazywaly jednoznacznie na aktywno$¢ mutagenng czy promutagenna
stigmasterolu. Dlatego stigmasterol niepoddany obrobce termooksydacyjnej nie zostat uznany
za zwigzek potencjalnie mutagenny.

Promocja apoptozy w prawidtowych komadrkach nabtonka jelita grubego CCD 841 CoN
traktowanych stigmasterolem, niezaleznie od obrobki termicznej, przejawiata si¢ zwigkszong

aktywnos$cig kaspaz-3/7, krytycznych kaspaz efektorowych, zaangazowanych w ostateczng

101



nieodwracalng $mier¢ komorek. Inicjacja procesu apoptozy przez ogrzewany stigmasterol
mogta by¢ zwigzana ze zwigckszonym generowaniem RFT w komorkach 1 ich
wewnatrzkomorkowa akumulacja, przewyzszajaca zdolno§¢ komodrkowych systemow
antyoksydacyjnych do niwelowania RFT i lagodzenia stresu oksydacyjnego. Natomiast
w przypadku nieogrzewanego stigmasterolu nie stwierdzono nasilonego tworzenia RFT
po ekspozycji komorek. Poziom SOP w nieogrzewanych probach stigmasterolu generowanych
w procesach autooksydacji byt prawdopodobnie zbyt niski, aby indukowac zwigkszone
wytwarzanie RFT, ale wystarczajgco wysoki, aby posredniczy¢ w szlakach transdukcji sygnatu
1 zaktocac przebieg podstawowych procesow komodrkowych. Analiza cyklu komoérkowego
wskazala na akumulacje komorek i zatrzymanie cyklu w fazie G2/M po ekspozycji na
stigmasterol nieogrzewany i po obrébce termicznej w 60 °C 1 180 °C. Dodatkowo, stigmasterol
nieogrzewany zmniejszat integralno$¢ bariery jelitowej i zwigkszat przesigkliwos$¢ nabtonka
jelitowego po 24-godzinnym traktowaniu.

Ogrzewanie stigmasterolu w temperaturze 60 °C przez 12 godzin miato tylko niewielki
wplyw na poziom jego cytotoksyczno$ci, co byto widoczne w nieznacznie zmniejszonym
wplywie na zywotnos$¢ komorek i synteze DNA. Degradacja czasteczki stigmasterolu podczas
ogrzewania w 60 °C (12h) wynosita jedynie okoto 5%, co moze wyjasnia¢ stosunkowo silne
dzialanie tego zwigzku poddanego termicznej degradacji w powyzszych warunkach. Pomimo
niskiego stopnia degradacji stigmasterolu po obrobce termicznej w 60 °C doszto
do znaczacego zwigkszenia produkcji SOP (wzrost 4,4-krotny). W probach ogrzewanych
zidentyfikowano obecno$¢ B-epoxy-ST oraz triol-ST, ktorych nie wykryto w stigmasterolu
nieogrzewanym. Pod wplywem ogrzewania zwickszyta si¢ takze ilo$¢ pozostatych SOP.
Zwigkszona zawarto$¢ SOP w probach stigmasterolu po procesach termiczno-oksydacyjnych
w 60 °C byta prawdopodobnie odpowiedzialna za zwigkszenie wewnatrzkomorkowego
poziomu RFT oraz indukcj¢ apoptozy zwigzanej z aktywnoscig kaspaz-3/7 w komoérkach
nabtonka jelita grubego. Ponadto, podobnie jak w przypadku stigmasterolu nieogrzewanego,
wykazano zaktocenie przebiegu cyklu komorkowego, przejawiajace si¢ W akumulacji komorek
w fazie Go/M. Pomimo stosunkowo wysokiej cytotoksyczno$ci stigmasterolu ogrzewanego w
60 °C, nie wykazano jego dziatania genotoksycznego i mutagennego czy promutagennego.

Termiczna i oksydacyjna obrobka stigmasterolu, prowadzona w temperaturze 180 °C
przez 8 godzin, istotnie zmniejszyta jego potencjatl cytotoksyczny, co bylo widoczne w
stabszym wplywie na proliferacje, zywotno$¢ 1 aktywno$¢ metaboliczng komoérek oraz synteze
DNA. Obnizenie cytotoksycznosci stigmasterolu w wyniku ogrzewania moze by¢ zwigzane ze

znaczng degradacja jego czasteczki, 0Oszacowang na poziomie 80%. Z drugiej strony obrobka
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termiczna w 180 °C doprowadzita do zwigkszonego wytwarzania SOP, takich jak 7-keto-ST,
7BOH-ST, 7adOH-ST, 250H-ST i triol-ST. Podwyzszona zawarto§¢ SOP w probie
stigmasterolu  po  obrobce termiczno-oksydacyjnej i 9w 180 °C  wplyneta
na zwigkszong reaktywno$¢ oksydacyjng i zdolno$¢ stigmasterolu do podwyzszenia
wewnatrzkomorkowego poziomu RFT w komoérkach CCD 841 CoN. W tym przypadku
zwigkszenie ilosci RFT moglo skutkowaé indukcja apoptozy i podwyzszeniem aktywnosci
kaspaz wykonawczych (kaspaz-3/7). Stigmasterol po ogrzewaniu w 180 °C zakldcal rowniez
przebieg cyklu komoérkowego, co przejawiato si¢ zwigkszong akumulacja komorek w fazie
G2/M oraz Go/G1l. Potencjat prooksydacyjny stigmasterolu poddannego obrdobce termiczno-
oksydacyjnej w temperaturze 180 °C zostal potwierdzony w tescie Amesa przy zastosowaniu
szczepu Salmonella typhimurium TA102, wrazliwym na roézne mutageny o dziataniu
oksydacyjnym. Stigmasterol po ogrzewaniu w 180 °C powodowal rewersj¢ mutacji
w komorkach szczepu TA102, co wskazuje na potencjalne mutagenne i prooksydacyjne
dziatanie stigmasterolu wynikajace z nadmiaru SOP. Odwrocenia mutacji nie zaobserwowano
jednak w komorkach szczepu TA102 inkubowanych ze stigmasterolem ogrzewanym w 180 °C
w obecnosci enzymow frakcji mikrosomalnej stymulujgcych ich aktywacje metaboliczna.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze naturalne komorkowe systemy metaboliczne i antyoksydacyjne
majg zdolno$¢ do ograniczania potencjatu prooksydacyjnego i mutagennego SOP powstajacych
podczas procesow termicznych. Ponadto, biorgc pod uwage niski indeks mutagennos$ci (<2),
ryzyko indukcji mutacji oksydacyjnej jest prawdopodobnie stosunkowo niskie, niezaleznie
od aktywacji metabolicznej. Przy zastosowaniu innych szczepow bakterii, w tym TA98
(z aktywacja metaboliczng) 1 TA100 (bez aktywacji metabolicznej) obserwowano wzrost
czestosci mutacji pod wptywem stigmasterolu ogrzewanego w 180 °C, jednak niski wskaznik
aktywnos$ci mutagennej (<2) nie potwierdzit jednoznacznie jego mutagennosci.

Badania na modelu bariery jelitowej in vitro wykazaty, ze w efekcie 24-godzinnego lub
chronicznego traktowania stigmasterolem ogrzewanym w 180 °C, dochodzi do obnizenia
integralnos$ci nabtonka jelitowego 1 zwigkszenia jego przesigkliwosci, pomimo wzmacniania
ekspresji genéw kodujacych biatkowe skladniki potaczen migdzykomoérkowych w nablonku,
ktére determinujg szczelnos$¢ bariery jelitowe;.

Analizy wykonane w ramach niniejszej pracy potwierdzilty wczesniejsze doniesienia
literaturowe, ze wolny stigmasterol ulega szybkiej degradacji, generujagc podczas obrobki
termiczno-oksydacyjnej zroznicowang grupe produktow degradacji i szereg oksypochodnych,
ktére moga wykazywaé reaktywnos$¢ oksydacyjna i indukowaé efekty cytotoksyczne

I genotoksyczne w komorkach i tkankach organizmu. Stwierdzono, ze estryfikacja
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stigmasterolu kwasem oleinowym i linolowym ogranicza degradacj¢ stigmasterolu oraz
powstawanie produktow degradacji i oligomeréw, prowadzac do zmniejszenia ryzyka
wystapienia niepozadanych skutkéw toksycznych. Wyniki testow cytotoksycznosci
potwierdzily znacznie nizszy potencjal cytotoksyczny estréw stigmasterolu (oleinowego
i linolowego) niz wolnego stigmasterolu. W przeciwienstwie do wolnego stigmasterolu,
oleinian 1 linolan stigmasterolu w st¢zeniach do 40 pg/ml nie wptywaly na zywotnosé
i proliferacj¢ prawidtowych komorek nabtonka jelitowego i watroby. Jednak poglebione
badania wykazaty, ze po ekspozycji komorek sluzowki okreznicy na estry linolowy i oleinowy
w dawce 40 pg/ml, pojawiajg si¢ nieliczne populacje komodrek apoptotycznych
ze zwigkszong aktywnoscig kaspaz-3/7, bez nasilenia produkcji wewnatrzkomorkowych RFT.
Wyniki badan wskazujg na brak reaktywnosci oksydacyjnej, aktywno$ci cytotoksycznej,
genotoksycznej i mutagennej estrow linolanu stigmasterolu i oleinianu stigmasterolu
niepoddanych obrdbce termiczno-oksydacyjnej.

Estryfikacja stigmasterolu kwasem linolowym i oleinowym umozliwita istotne
zredukowanie ilosci produktow degradacji i oksypochodnych stigmasterolu generowanych
w trakcie obrobki termiczno-oksydacyjnej. Efektem estryfikacji bylo réwniez wyzsze
bezpieczenstwo toksykologiczne estroéw stigmasterolu niz zwiagzku macierzystego. Znacznie
wicksza stabilno$cig 1 mniejszg reaktywnos$cia oksydacyjng charakteryzowat si¢ oleinian
stigmasterolu, ktory po obrébce termicznej w 60 °C 1 180 °C nie wzmagatl
wewnatrzkomorkowej produkcji RFT, nie dziatat cytotoksycznie i nie indukowat peknie¢ DNA
w komorkach nablonka jelita grubego, a takze nie wykazywal aktywnosci mutagennej
czy promutagennej. Ponadto, oleinian stigmasterolu byt bezpieczny dla funkcjonalnego
nabtonka jelitowego; nie zakldcat integralnosci 1 szczelno$ci potagczen migdzykomorkowych
w nabtonku. Natomiast ogrzewany linolan stigmasterolu zwigkszal akumulacje RFT
w komorkach, co sugeruje udziat SOP w wywotywanych przez linolan stigmasterolu efektach
cytotoksycznych, prooksydacyjnych 1 proapoptotycznych. SOP generowane podczas obrdobki
termicznej linolanu stigmasterolu w 180 °C spowodowaty wzrost czestosci mutacji w wysoce
wrazliwym na oksydacje zmutowanym szczepie Salmonella typhimurium TA102. Jednak
w obecnosci enzymow frakeji mikrosomalnej uzytej do aktywacji metabolicznej, nie wykazano
istotnej rewersji mutacji i aktywnosci mutagennej linolanu stigmasterolu poddanego obrébce
termiczno-oksydacyjnej. Podobny efekt detoksykujacy, obserwowany po aktywacji
metabolicznej, stwierdzono rowniez w przypadku wolnego stigmasterolu ogrzewanego
w 180 °C. Enzymy przeciwutleniajace, takie jak katalaza lub dysmutaza ponadtlenkowa,

zawarte we frakcji mikrosomalnej moga niwelowa¢ RFT generowane przez oksypochodne.
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Linolan stigmasterolu po ogrzewaniu w 180 °C spowodowal rozluznienie potaczen
mi¢dzykomorkowych w nablonku jelitowym, co moglo by¢ tez efektem obnizonej ekspresji
gené6w Dbialek odpowiedzialnych za utrzymanie jego szczelno$ci. W przeciwienstwie
do linolanu, oleinian stigmasterolu ogrzewany w 180 °C wykazal pozytywny wplyw
na nablonek jelitowy, poprzez uszczelnienie potgczen migdzykomoérkowych i wzmocnienie
ekspresji genow TIP1 i OCLN1 kodujacych biatko zonula occludens-1 i okludyne.

Wigkszo$¢ doniesien naukowych wskazuje, ze fitosterole, w tym stigmasterol, nie
wplywaja negatywnie na zdrowie cztowieka. Nalezy jednak podkresli¢, ze ilo$¢ badan i ich
wszechronnos¢ jest niewystarczajgca, szczegdlnie w odniesieniu do pochodnych stigmasterolu
i produktow powstajacych podczas ich przechowywania i obrobki termiczno-oksydacyjnej.
Badania toksykologiczne powinny by¢ kontynuowane, aby dostarczy¢ dowodow
na bezpieczenstwo i prozdrowotne dziatanie stigmasterolu i jego pochodnych oraz zywnosci

funkcjonalnej wzbogacanej w te zwigzki.
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6.

WhioskKi

Wyniki badan przeprowadzone w ramach niniejszej pracy pozwolity sformutowac

nastepujace wnioski:

1.

Warunki obrébki termiczno-oksydacyjnej (60 °C, 12 h; 180 °C, 8 h) stigmasterolu i jego
estrow wplywaja na stopnien degradacji reszt sterolowych i reszt kwasoéw thuszczowych
oraz ilo$¢ powstajacych oksystigmasteroli 1 oligomerow. Ogrzewanie zwigzkow
w temperaturze 180 °C generuje najwickszg ilo§¢ produktéow degradacji
i oksypochodnych.

Estry stigmasterolu sg bardziej stabilne podczas obrobki termiczno-oksydacyjnej
niz stigmasterol niezestryfikowany. Ilo§¢ produktéw generowanych w trakcie
ogrzewania estrOw jest mniejsza niz przy ogrzewaniu stigmasterolu wolnego, przy czym
stopien nienasycenia tancucha weglowego kwasu thuszczowego wplywa na ilosé
produktéw przemian termiczno-oksydacyjnych estrow.

Wolny stigmasterol charakteryzuje si¢ znacznie wigkszg cytotoksyczno$cig
niz stigmasterol zestryfikowany. Estry stigmasterolu w niskich dawkach, fizjologicznie
istotnych, nie wykazujg dziatania cytotoksycznego dla ludzkich komodrek nabtonka
jelitowego i watroby.

Potencjal cytotoksyczny wolnego stigmasterolu ulega obnizeniu na skutek ogrzewania
w temperaturze 180 °C, co prawdopodobnie jest zwigzane z termiczng degradacja
czasteczki stigmasterolu. Stigmasterol, nieogrzewany i1 ogrzewany w 180 °C, hamuje
proliferacj¢ komoérek nabtonka jelitowego poprzez supresje syntezy DNA, zatrzymanie
cyklu komoérkowego w fazie G2/M oraz kierowanie komorek na zalezny od kaspaz szlak
apoptozy.

Stigmasterol i ester stigmasterolu z kwasem linolowym poddane ogrzewaniu
w temperaturze 60 °C 1 180 °C charakteryzujg si¢ reaktywnos$cig oksydacyjna,
wplywajac na zwigkszenie poziomu reaktywnych form tlenu w komoérkach nabtonka
jelitowego.

Stigmasterol i jego estry z kwasem linolowym i oleinowym, niezaleznie od obrobki
termiczno-oksydacyjnej, nie wykazujg dzialania genotoksycznego, mutagennego czy
promutagennego.

Stigmasterol przy dluzszym czasie ekspozycji moze negatywnie wplywac na bariere
jelitowa, poprzez obnizenie integracji struktury 1 rozszczelnienie polaczen

migdzykomorkowych w nablonku jelitowym.
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8. W efekcie chronicznego narazenia komorek jelitowych na linolan stigmasterolu moze
dochodzi¢ do zaburzenia integralno$ci nabtonka jelitowego 1 ostabienia ekspresji genow
kodujacych biatkowe sktadniki potaczen migdzykomoérkowych w nabtonku.

9. Oleinian stigmasterolu nie wykazuje negatywnego wplywu na barier¢ jelitowa; nie
wplywa na integralno$¢, przesigkliwos¢ 1 Scistos¢ potaczen miedzykomoédrkowych
w nablonku jelitowym.

10. Sposrod analizowanych zwigzkdw, oleinian stigmasterolu charakteryzuje si¢ najwyzsza

stabilnoscig termiczng i bezpieczenstwem dla komorek uktadu pokarmowego.
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