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OBJASNIENIE ZASTOSOWANYCH SKROTOW

ABTS - 2,2'-azyno-bis(3-etylobenztiazolino-6-sulfonowy)
ADF — wlokno kwasno detergentowe (ang. acid detergent fiber)
ANOVA - analiza wariancji

ASC — komorki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej (ang. Adipose- derived Stem
Cells)

BAD - antagonista $mierci komorkowej zwiagzany z Bcl-2 (ang. Bcl-2 agonist of cell death)
BAK — homologiczny antagonista/zabojca BCL2 (ang. Bcl-2 homologous antagonist killer)
BAW — zwiazki bezazotowe wyciggowe

BAX — biatko X zwigzane z Bcl- 2 (ang. Bcl-2-associated X protein)

BCL2 — chtoniak z komoérek B2 (ang. B-cell lymphoma-2)

BH3 — domena biatek proapoptotycznych

BO — biatko ogdlne

CASP — kaspaza (ang. caspase)

CAT - katalaza (ang. catalase)

cDNA — komplementarny DNA

CFU-F — jednostki tworzace kolonie fibroblastow (ang. colony forming unit — fibroblast)
CTRL — grupa kontrolna

Cyt ¢ — cytochrom ¢

DAPI — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DEPC — woda DEPC (ang. DEPC-Treated Water)

DMSO - dimetylosulfotlenek

DPPH — 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

FBS - ptodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum)

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

EMS — syndrom metaboliczny u koni (ang. Equine metabolic syndrome)

ER — retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

FRAP — metoda oparta na redukcji kompleksu Fe (I11) (ang. Ferric reducing antioxidant
power)

Gl —indeks glikemiczny (ang. glycemic index)

GLUT 4 — transporter glukozy typu 4 (ang. Glucose transporter type 4)



GPx — peroksydaza glutationowa (ang. Glutathione peroxidase)

GRAS - powszechnie uwazane za bezpieczne (ang. Generally recognized as Safe)
HBSS - zrownowazony roztwor soli Hanksa (ang. Hanks' Balanced Salt Solution)
IL — interleukina

IR — insulinoopornos$¢ (ang. Insulin resistance)

IRS — substrat receptora insuliny (ang. Insulin receptor substrate)

INSR — receptor insuliny (ang. Insulin receptor)

Ki- 67 — antygen Ki-67 — marker proliferacji komorkowej

KKT — krétkotancuchowe kwasy thuszczowe

LAB — bakterie kwasu mlekowego (ang. Lactic acid bacteria)

LR — Lactobacillus rhamnosus

LZO — lotne zwigzki organiczne

MAPK - kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen activated protein kinases)
MetS — syndrom metaboliczny (ang. Metabolic syndrome)

miR — MikroRNA

MSC — Mezenchymalne komorki macierzyste (ang. Mesenchymal stem cells)
NSC — weglowodany niestrukturalne (ang. Non-structural carbohydrates)

NDF - wtokno neutralno- detergentowe (ang. Neutral detergent fiber)

NMR — Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Magnetic Resonance
Imaging)

PA — Pediococcus acidilactici

PBS — roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym (ang. Phosphate Buffered Saline)
PFA — paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidyl inositol 3-kinase)

P21 — inhibitor kinaz cyklinozaleznych

P53 — czynnik supresorowy guza

PDT - czas podwojenia populacji (ang. population doubling time)

RNA — kwas rybonukleinowy

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

SA- Beta- galaktozydaza — (ang. SA- beta-galactosidase)

SOD1 — dysmutaza ponadtlenkowa komorkowa (ang. cellular superoxide dismutase)



SOD2 — dysmutaza ponadtlenkowa mitochondrialna (ang. mitochondrial superoxide
dismutase)

TGFp — transformujacy czynnik wzrostu f (ang. lymphotoxin-alpha)
TNFa — czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor o)
TUN — tunikamycyna

WAT - biala tkanka tluszczowa (ang. White adipose tissue)

WS — wildkno surowe



STRESZCZENIE

Zespot metaboliczny u koni (EMS z ang. Equine Metabolic Syndrome) jest chorobg
endokrynologiczng, ktorej patogeneza zwigzana jest Z opornoscig na insuling (IR), otyloscia,
nieprawidtowym odktadaniem tkanki ttuszczowej w specyficznych miejscach, przewlektym
lub przebytym ochwatem oraz miejscowym i/ lub ogoélnoustrojowym stanem zapalnym.
Obecnie, coraz wigksze zainteresowanie znajduje zywnos¢ laktofermentowana, ktora zawiera
dobroczynne bakterie, okreslane, jako naturalne probiotyki. Wykazano, ze niektére szczepy
zrodzaju Lactobacillus spp. promuja szereg dziatan prozdrowotnych, wtym wykazujg

wlasciwosci przeciwcukrzycowe poprzez zwigkszenie wrazliwosci tkanek na insuling.

Celem przeprowadzonych badan bylo w pierwszym etapie okreslenie wptywu
fermentacji wystodkéw buraczanych bez dodatku mikroorganizméw probiotycznych oraz
z udziatem heterogenicznych szczepow bakterii probiotycznych Lactobacillus rhamnosus lub
Pediococcus acidilactici na sktad chemiczny, wartos¢ pH, atakze catkowita zawarto$¢
polifenoli wraz z okresleniem aktywnosci antyoksydacyjnej metoda DPPH, FRAP i ABTS.
Ponadto w materiatach fermentacyjnych okre§lono zawarto$¢ krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych (KKT) oraz weglowodanow prostych z wyodrebnieniem Sacharozy. Suche
melasowane wystodki buraczane w formie pelletu, poddano fermentacji wedlug schematu:
fermentowane wystodki buraczane bez dodatku mikroorganizmow probiotycznych (CTRL -
kontrola), laktofermentowane wystodki buraczane z dodatkiem szczepu Lactobacillus
rhamnosus (LR) i laktofermentowane wystodki buraczane z dodatkiem szczepu Pediococcus
acidilactici (PA). Proces fermentacji obejmowat okres szesciu dni - w kazdym dniu pobrana

zostala proba fermentowanego materiatu do dalszych analiz.

Analiza sktadu chemicznego oraz KKT zostata przeprowadzona w materiale $§wiezym
oraz podsuszonym. Catkowita zawarto$¢ polifenoli, aktywno$¢ przeciwutleniajacg oraz

zawarto$¢ cukrow prostych analizowano w materiale podsuszonym.

W przeprowadzonym badaniu wykazano pozytywny wplyw zastosowania szczepOw
bakterii probiotycznych na wlasciwosci fizyko- chemiczne biomasy z wystodkéw buraczanych
w porownaniu do wystlodkéw buraczanych fermentowanych w sposob spontaniczny. Na
szczegbdlng uwage zashuguje szczep Lactobacillus rhamnosus. Fermentacja prowadzona z jego
udziatem charakteryzowata si¢ najkorzystniejszym profilem, zaréwno pod katem sktadnikow
odzywczych, krétkotancuchowych kwasoéw ttuszczowych, catkowita zawartoscig polifenoli,

wlasciwosciami przeciwutleniajagcymi oraz redukcjg cukréw prostych.
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W zwigzku z otrzymanymi  wynikami, do dalszych badan molekularnych

I cytobiologicznych wybrano szczep probiotyczny Lactobacillus rhamnosus.

Dodatkowo celem pracy byla ocena wptywu fermentowanych ekstraktow
z wystodkow buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL)
I laktofermentowanych  ekstraktow  z wystodkéw  buraczanych z dodatkiem  szczepu
probiotycznego Lactobacillus rhamnosus w badaniach in vitro na komoérkach progenitorowych
(ASC) tkanki tluszczowej pobranej od koni. Badania molekularne i cytobiologiczne
obejmowaly okreslenie aktywnosci migracyjnej, zywotnosci i tempa proliferacji, apoptozy,
markera starzenia si¢ komorek, stresu oksydacyjnego i dynamiki mitochondriow komorek
ASC. Ponadto okreslono ekspresj¢ gendéw pro- i przeciwzapalnych, gendéw zwigzanych
z insulinooporno$cig, atakze ekspresjc MIRNA. Przeprowadzono takze barwienie
immunofluorescencyjne dla markera Ki-67, cytokiny prozapalnej IL1J oraz kaspazy 3.

Morfologi¢ komérek ASC wizualizowano za pomoca barwienia fluorescencyjnego.

W toku przeprowadzonych badan in vitro wykazano, ze ekstrakty pobrane
z laktofermentacji wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus wptywaja
na zwiekszone tempo migracji, proliferacji, wykazuja wyzszy potencjat klonogenny i krotszy
czas podwojenia populacji w poréwnaniu do fermentacji wystodkow buraczanych bez udziatu
szczepu probiotycznego. Hodowanie komorek ASC w obecnos$ci ekstraktow z Lactobacillus
rhamnosus wptyneto na obnizenie stanu zapalnego oraz ekspresje gendéw zwigzanych
Z apoptoza. Dodatkowo zwiazki te wykazaty pozytywny wptyw na dynamike¢ mitochondriow.
Zastosowanie ekstraktow z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus spowodowato zmniejszenie
poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) oraz poprawe ekspresji SOD2, ktory odpowiedzialny

jest za ochrong komorek przed apoptozg mitochondrialng.

Podsumowujac, ekstrakty z laktofermentowanych wystodkéw buraczanych z dodatkiem
szczepu probiotycznego Lactobacillus rhamnosus wptynety na poprawe waloréw odzywczych
fermentowanej biomasy. Ponadto badania na komoérkach ASC potwierdzily, ze
laktofermentowane wystodki buraczane mogg stanowi¢ narzedzie terapeutyczne

W przeciwdzialaniu wystgpienia syndromu metabolicznego u koni.
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ABSTRACT

The equine metabolic syndrome (EMS) is an endocrine disease whose pathogenesis is
related to insulin resistance (IR), obesity, abnormal fatty tissue deposition at specific spots,
chronic or past laminitis, and local and / or systemic inflammation. Currently, more and more
interest is found in lactofermented foods that contain beneficial bacteria, referred to as natural
probiotics. It has been shown that some LAB strains of the genus Lactobacillus spp. conduce
to anumber of pro-health activities, including antidiabetic properties by increasing the

sensitivity of tissues to insulin.

The aim of the research in the first stage was to determine the effect of sugar beet pulp
fermentation without the addition of probiotic microorganisms and with the participation of
heterogeneous strains probiotic bacteria of Lactobacillus rhamnosus and Pediococcus
acidilactici on the chemical composition, pH values, as well as the total content of polyphenols
along with antioxidant activity by DPPH, FRAP and ABTS methods. Moreover, the content of
short-chain fatty acids (SCFA) and simple carbohydrates with the isolation of sucrose in the
fermentation materials was determined. Dried molassed sugar beet pulp in the form of pellets,
fermented according to the scheme: sugar beet pulp without the addition of probiotic
microorganisms (CTRL), lactofermented sugar beet pulp with the addition of Lactobacillus
rhamnosus (LR) and lactofremented sugar beet pulp with the addition of Pediococcus
acidilactici (PA). The fermentation process lasted six days, on each day asample of the

fermented material was collected for further analysis.

The chemical composition and SCFA analysis was carried out in fresh and dried material.
The total content of polyphenols, antioxidant activity and the content of simple sugars were

detected in the dried material.

The study showed a positive effect of the use of probiotic bacteria strains on the physico-
chemical properties of the biomass from beet pulp compared to spontaneously fermented sugar
beet pulp. Particularly, the Lactobacillus rhamnosu strain is noteworth. Fermentation carried
out with its participation was characterized by the best profile, both in terms of nutrients, short-
chain fatty acids, the total content of polyphenols and antioxidant properties and the reduction
of simple sugars. Due to the obtained results, the Lactobacillus rhamnosus strain was selected

for molecular testing.
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In addition, the aim of the study was to evaluate the effect of fermented sugar beet pulp
extracts without the addition of microorganisms (CTRL) and lactofermented beet pulp extracts
with the addition of the Lactobacillus rhamnosus bacterial strain in in vitro tests on progenitor
cells (ASC) of adipose tissue collected from horses. Molecular and cytobiological studies
included determination of migratory activity, viability and proliferation rate, apoptosis,
amarker of cell destruction, oxidative stress and the dynamics of ASC mitochondria. In
addition, the expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory genes and genes related to
insulin resistance as well as miRNA expression were determined. Immunofluorescence staining
was also performed for the marker Ki-67, the pro-inflammatory cytokine IL1p and the caspase
3. The morphology of ASC cells was visualized by fluorescent staining.

In the course of in vitro studies it was shown that the extracts taken from the fermentation
of beet pulp with the addition of Lactobacillus rhamnosus increase the rate of migration,
proliferation, and show a higher clonogenic potential and a shorter doubling time of the
population. Culturing ASC cells with aplication of Lactobacillus rhamnosus extracts reduced
inflammation and the expression of genes related to apoptosis. Additionally, these compounds
had a positive effect on the dynamics of mitochondria. The use of extracts with the addition of
Lactobacillus rhamnosus reduced reactive oxygen species (ROS) compared to control group
and improved the expression of SOD2, which is responsible for protecting cells against

mitochondrial apoptosis.

To summarize, extracts of lactofermented sugar beet pulp with the addition of the
probiotic strain Lactobacillus rhamnosus improved the nutritional value of the fermented
biomass. In addition, studies on ASC cells confirmed that lactofermented beet pulp can be

a therapeutic tool in counteracting the occurrence of the metabolic syndrome in horses.
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1. WPROWADZENIE

W ostatnich latach eskalacja zespotu metabolicznego u ludzi (MetS z ang. Metabolic
Syndrome) stanowi istotny problem wsrod populacji na catym $wiecie. Patogeneza syndromu
metabolicznego zwigzana jest gtownie z czynnikami $rodowiskowymi, ktére obejmujg
zwigkszone spozycie kalorii, przekraczajace zapotrzebowanie metaboliczne organizmu, a takze
brak aktywnosci fizycznej (Matsuzawa i in. 2011; Pekgor i in. 2019). W nastepstwie czynniKi
te mogg prowadzi¢ do przewleklej otyloSci, nadcisnienia t¢tniczego, insulinoopornosci oraz
podwyzszonego Stezenia trojglicerydow we krwi (Blaue in. 2019). Jedna z powazniejszych
chorob wspodtczesnego $wiata nie dotyczy wylacznie gatunku ludzkiego. Prewalencja
syndromu metabolicznego coraz czgsciej spotykana jest takze u koni (EMS z ang. Equine
Metabolic Syndrome) (Patterson Rosa i in. 2020), co stanowi ogromne wyzwanie zaréwno dla
lekarzy weterynarii, jak ihodowcoéw koni. Syndrom metaboliczny u koni jest chorobag
endokrynologiczng, ktorej patogeneza zwigzana jest z insulinoopornoscig (IR), otyloscig
centralng i/lub regionalng, atakze przebytym lub aktualnym ochwatem (Frank iin. 2011).
Przyczyny  wystapienia tej jednostki  chorobowej u  koni, podobnie  jak
u ludzi, zwigzane sg z predyspozycjami osobniczymi, a takze nieprawidlowym zarzgdzaniem
dieta tych zwierzat. Za gldwny czynnik zywieniowy prowadzacy do EMS uwazane jest
przekroczenie ilosci energii W dawce pokarmowej, a takze przekarmianie koni wegglowodanami
niestrukturalnymi (NSC z ang. Non- structural carbohydrates) (Marycz i in. 2018). W zwigzku
z tym, ze EMS nalezy do zaburzen metabolicznych, mozna w pewnym stopniu zapobiegac tej
jednostce chorobowej poprzez zastosowywanie odpowiedniej dietoterapii, ktora bedzie
prowadzita do zmniejszenia masy ciata koni, a takze obnizenia odpowiedzi na insuling po
positku poprzez wyeliminowanie weglowodandéw prostych w diecie (Geor i Harris, 2009).
Coraz czgsciej odnotowuje si¢ korzystne wilasciwosci  spozywania  zywnoS$ci
laktofermentowanej z dodatkiem szczepow bakterii probiotycznych, ze wzgledu na pozytywny
wplyw na zdrowie, takze w odniesieniu do chordb metabolicznych (Jakubczyk iin. 2019).
Dobroczynny efekt spozywania sfermentowanej zywno$ci obserwuje si¢ przede wszystkim
poprzez jej oddziatywanie na modulacje flory jelitowej. Wszelkie zmiany w spotecznosci
mikrobiomu powigzane sg z dysfunkcja metabolizmu organizmu, a takze przewlektym stanem
zapalnym o niskim stopniu nasilenia, co z kolei moze prowadzi¢ do rozwoju otytosci,
insulinoopornosci, a w efekcie do ochwatu, czyli glownych sktadowych syndromu
metabolicznego (Mokkala i in. 2016; Durham i in. 2019).
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2. PRZEGLAD LITERATURY

2.1. Zespol metaboliczny u koni

Zespot metaboliczny u koni (EMS) to zbidr czynnikéw ryzyka, na ktore sktada sie
otyto$¢, insulinoopornos$¢ (IR), w konsekwencji prowadzace do wystapienia ochwatu (Frank,
2009). Dodatkowo EMS moze objawia¢ si¢ takze hyperleptynemia, hypertriglicerydemia lub
dyslipidemig, a takze podwyzszonymi markerami Stanu zapalnego na poziomie miejscowym
jak iogolnoustrojowym (Frank iin. 2010). Do wystgpienia EMS sg szczegolnie
predysponowane konie ras ci¢zkich (zimnokrwiste), prymitywnych (kuce, koniki polskie),
a takze niektore linie rasy czystej krwi arabskiej i andaluzyjskiej (Durham i in. 2019). Zespot
metaboliczny moze wystapi¢ takze u innych Kkoni niezaleznie od rasy, z powodu
nieprawidlowego zarzadzania dieta W polaczeniu ze zmniejszong aktywnosScia fizyczng
(Stewart-Hunt i in. 2006; Marycz i in. 2019). W zwiazku z powyzszym sugeruje si¢, ze otyto$¢
u koni stanowi gldwny czynnik ryzyka wystgpienia zespotu metabolicznego, insulinooporno$¢
ma z Kkolei istotne znaczenie dla patofizjologii tej choroby, aochwat jest jej efektem

klinicznym.

Istotng role W rozwoju EMS odgrywa rodzaj weglowodanow zawartych w diecie koni.
Weglowodany w zywieniu koni dzielg si¢ na niestrukturalne (NSC) w tym cukry proste,
skrobia i fruktany oraz strukturalne (SC z ang. Structural carbohydrates), do ktorych zalicza si¢
celulozg i hemicelulozg oraz pektyny (Longland i Byrd, 2006). Przy prawidtowym zachowaniu
praktyk zywieniowych, pierwsza grupa, czyli NSC trawione sa W jelicie cienkim do
monosacharydow, z kolei druga grupa SC rozkladana jest przez flor¢ zasiedlajacg jelito grube
koni, gtownie jelito §lepe do krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych (KKT). W przypadku,
gdy ilos¢ weglowodanéw niestrukturalnych w diecie przekracza zdolno$¢ do trawienia w jelicie
cienkim, tre$¢ ta przechodzi do jelita grubego, czego skutkiem jest nadmierna produkcja kwasu
mlekowego, obnizenie pH jelit, aw konsekwencji dysbioza autochtonicznej mikroflory
jelitowej (Biddle i in. 2013). Ponadto przecigzenie NSC w jelicie cienkim moze prowadzi¢
takze do innych niepozadanych skutkoéw zdrowotnych u koni, gdyz glukoza stanowigca substrat
z rozktadu NSC aktywuje trzustke do uwalniania wysokich ilosci insuliny, co w rezultacie
moze prowadzi¢ do ochwatu i/lub insulinoopornosci (Marycz i in. 2018). Sugeruje sie¢ takze,
aby w diecie u koni z EMS udziat weglowodanow niestrukturalnych stanowit 10 - 12% lub
ponizej tej wartoSci suchej masy dawki pokarmowej, co moze zminimalizowaé ryzyko

hiperinsulinemii i ochwatu (Harris i in. 2017).
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2.1.2. Otylos¢ w EMS

W dzisiejszych czasach epidemia otylosci stanowi narastajacy problem wsrod populacji
na catym $wiecie, takze w odniesieniu do koni. Otytosé definiowana jest przez Swiatowa
Organizacj¢ Zdrowia (WHO zang. World Health Organization), jako nadmierne lub
nieprawidlowe nagromadzenie tkanki thuszczowej, stanowigce zagrozenie dla stanu zdrowia
(WHO, 2016). Szacuje si¢, ze nadwaga wystepuje U ponad 50% populacji udomowionych koni,
natomiast 15-30% cierpi na otytos¢ (Menzies-Gow i in. 2017, Harker i in. 2011, Hitchens i in.
2015, Pratt-Phillips iin. 2010). Konie z EMS charakteryzuja si¢ otytoscig ogolng i/lub
regionalng, gdzie nagromadzenie tkanki ttuszczowej obserwowane jest miejscowo w okolicach

wigzadta karkowego, u nasady ogona, a takze w okolicach oczu (Johnson i in. 2009).

2.1.2.1. Tkanka tluszczowa w otyloS$ci

Glownym zadaniem tkanki thuszczowej jest magazynowanie hadmiaru energii w postaci
triacylogliceroli, atakze ich kontrola iregulacja w organizmie. Z drugiej strony, tkanka
thuszczowa spehnia funkcje narzadu dokrewnego, wydzielajacego szeroka game bioaktywnych

czastek (AlZaim i in. 2020).

Tkanka thuszczowa odgrywa kluczowa role w rozwoju otylosci, atakze zwiazanych
z tym stanem powiktan. Narzad ten sktada si¢ z adipocytow oraz komorek zwanych pod nazwa
frakcji zrgbu naczyniowego znajdujacej si¢ W tkance tacznej, w sktad ktorej wchodzg m.in.
makrofagi, fibroblasty, komorki tuczne, pericyty, komorki srodbtonka naczyniowego, a takze
komorki progenitorowe linii adipogenicznej. Ponadto tanka tluszczowa stanowi rezerwuar
multipotencjalnych komorek progenitorowych, zwanych takze mezenchymalnymi komorkami
macierzystymi (MSC) (Zuk i in. 2001). W organizmie koni, tradycyjny podziat obejmuje biatg
tkanke tluszczowg (WAT z ang. White Adipose Tissue), zwang takze z6itg, ze wzgledu na
zintensyfikowane wlaczenie pigmentdéw egzogennych rozpuszczalnych W tluszczach
(karotenoidy) oraz brunatng tkanka tluszczowa (BAT z ang. Brown Adipose Tissue) (Liebich,
2010). W przypadku otytosci u koni jak i ludzi badania skupiaja si¢ glownie na biatej tkance
thuszczowej, gdyz WAT uznawana jest za glowny magazyn energii, ale takze za aktywny
narzad hormonalny i metaboliczny. WAT wydziela adipokiny (adipocytokiny) takie jak
leptyne, wisfatyng, rezystyne oraz biatko wigzace retinol typu 4, atakze mediatory zapalne
w postaci cytokin prozapalnych (m.in. czynnik martwicy nowotworu TNF-a, interleukiny IL-
1, IL-6) (Starosta i in. 2013). Z kolei BAT odpowiada gtéwnie za termogeneze W nastepstwie
ekspresji genow m.in. biatka rozprzggajacego- 1 (UP1) (Trujillo i in. 2006).
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Nadmierne spozycie kalorii prowadzi do magazynowania lipidow w komorkach
thuszczowych, a w efekcie do hipertfrofii i/lub hiperplazji adipocytow. Taki efekt obserwuje si¢
takze W tkance tluszczowej koni otylych z EMS charakteryzujagcy si¢ powiekszeniem
rozmiarow adipocytow (hipertrofia) lub zwigkszeniem liczby komorek tluszczowych
(hiperplazja) (Basinska i in. 2015). Ponadto otytos¢ prowadzi do dysfunkcji tkanki ttuszczowej,
czego efektem jest wydzielanie cytokin prozapalnych, atakze infiltracji makrofagow,
powodujac wystapienie przewlektego stanu zapalnego o niskim stopniu nasilenia. Podobnie u
koni tkanka tluszczowa W stanie otyloSci, cechuje si¢ zmieniong sygnalizacjg insuliny,
zwigkszonym metabolizmem glikokortykoidow (Morgan i in. 2017), uposledzeniem funkcji
mitochondriow (Marycz i in. 2018), zmienionym lipodomem oraz podwyzszonym stezeniem
leptyny w osoczu (Elzinga i in. 2016). Ponadto odnotowano zwigkszong ekspresj¢ cytokiny
prozapalnej interleukiny 6 (IL-6) w biopsji tkanki ttuszczowej koni z EMS, a takze interleukiny
6 1 TNFa w surowicy. Otytos¢ prowadzi takze do stresu oksydacyjnego, ze wzgledu na wysoka
aktywno$¢ reaktywnych form tlenu (ROS z ang. reactive oxygen species) w poréwnaniu do

zdolnosci obrony antyoksydacyjnej organizmu (De Marchi i in., 2013).

Kontrola kondycji ciata koni stanowi istotny aspekt wplywajacy na wstgpne rozpoznanie
rozwijajacych si¢ stanow chorobowych u koni, a takze petni kluczowa role w diagnozowaniu
rozwijajacej si¢ otytosci (Pyrek iin. 2022; Pollard iin. 2017), stad moze by¢ swoistym
wyznacznikiem stanu zdrowia i dobrostanu zwierzecia (Hemsworth iin. 2015). Jednym
z systemow oceny tkanki thuszczowej u koni jest punktowa ocena kondycji ciata opracowana
przez Henneke i in. (1983) (BCS z ang. Body Condition Score), sktadajgca si¢ z 9 punktowej
skali (1- kon ekstremalnie chudy, 9- kon ekstremalnie otyly). Inng rownie przydatna metoda,
ktora ocenia miejscowe nagromadzenie tanki thuszczowej jest ocena CNS (z ang. Cresty Neck
Scoring), w skali 0- 4 punktéw, polegajgca na pomiarze akumulacji thuszczu na grzebieniu
szyjnym, ktore jest czestym regionem branym pod uwage przy okreslaniu regionalnej otytosci
powiagzanej z EMS (Carter i in. 2009). Dla lekarzy weterynarii, a takze dietetykéw koni obie
metody oceny kondycji ciata moga by¢ kluczowe w rozpoznaniu rozwijajacej si¢ otylosci, a co

za tym idzie w kierunku mozliwego wystapienia syndromu metabolicznego.
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2.1.3 Insulinoopornosé

Insulinoopornos¢ (IR z ang. Insulin resistance) jest stanem, ktory obejmuje zmniejszong
wrazliwo$¢ tkanek docelowych takich jak migs$nie szkieletowe, komorki tkanki thuszczowej
(adipocyty) i komorki watroby (hepatocyty) w odpowiedzi na dziatanie insuliny, mimo jej

prawidlowego lub podwyzszonego poziomu we krwi (Freeman i in. 2020).

Insulina jest hormonem anabolicznym, ktora spetnia w organizmie wiele kluczowych
funkcji metabolicznych, mi¢dzy innymi bierze udzial w utrzymaniu homeostazy glukozy
i lipidow (Jezek iin. 2018). Dostarczana z pozywieniem glukoza jest zrodlem energii dla
komorek zarowno ludzkich, jak i zwierzecych, a jej prawidtowy poziom warunkuje zachowanie
zdrowia organizmu. W migsniach szkieletowych, watrobie, atakze tkance tluszczowej
w normalnych fizjologicznych warunkach, wzrastajacy poziom glukozy we krwi po positku,
aktywuje komorki B- trzustki do wydzielania insuliny, ktora nastgpnie wigze si¢ z receptorami
zlokalizowanymi na powierzchni komorek (Boucher iin. 2014). Dziatanie insuliny zachodzi
poprzez receptor insulinowy, ktory nalezy do receptorow o aktywnosci Kinazy tyrozynowej (De
Meyts i in. 2004). Receptory wystepuja W roznej ilosci na powierzchni bton komorek, choé
najbardziej zasobne w nie sa komorki tluszczowe (adipocyty), migsnie szkieletowe oraz
komorki watroby (hepatocyty) (Chadt i Al-Hasani, 2020). Receptor insulinowy sktada sie
z dwoch podjednostek a i dwoch podjednostek B (LeRoith i Roberts, 2003). Wigzane insuliny
z receptorem podjednostki o, znajdujacej si¢ na powierzchni komorki, prowadzi do zmian
konformacyjnych przenoszonych na podjednostke B, ktora zlokalizowana jest wewnatrz
komorki, co wyzwala aktywacje kinazy tyrozynowej, stanowigc kluczowy etap w transdukcji
sygnatu insuliny przez bton¢ plazmatyczng do komorek (Virkamiki iin. 1999). Aktywna
kinaza tyrozynowa z ATP doprowadza do fosforylacji biatek zwanych substratami receptora
insuliny IRS-1 iIRS2. Nastepnie ma miejsce pobudzenie dwoch szlakoéw sygnalizacji tj.
pierwszy prowadzi do aktywacji PI13K generujacy metaboliczng odpowiedz na insuling, drugi
szlak MAPK odpowiada za dzialanie mitogenne insuliny (Cantley, 2002; Denton, 1995).
Zdarzenia te wptywaja z kolei na rekrutacj¢ biatka transportowego GLUT4 na powierzchni¢
blony komorek, w ten sposob utatwiajac wychwyt glukozy przez komorki (Zisman i in. 2000).
GLUT4 jest biatkiem transportowym insulinozaleznym, tak wiec, jego dziatanie jest $cisle

zwigzane ze stymulacjg hormonu insuliny (Stockli i in. 2011).

Natomiast kiedy komorki docelowe sa niewrazliwe na dziatanie insuliny i z tego powodu

nie moga W pelni wykorzysta¢ glukozy do metabolizmu energetycznego, poziom glukozy we
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krwi wzrasta, a komorki B-trzustki produkuja wiecej insuliny w celu rekompensacji nadmiaru
glukozy we krwi, co stanowi istotny czynnik rozwijajacej si¢ insulinooporno$ci (Kahn i in.
2006). Na poziomie komorkowym insulinooporno$¢ rozwija si¢ poprzez obnizong dostepnosé
receptora insulinowego, z powodu niedotlenienia organizmu (hipoksja) oraz stresu
oksydacyjnego, ktory wplywa na pobudzenie szlakow zapalnych, a takze hamowanie szlakow
sygnatowych insuliny (Stafeev iin. 2017; Tadros i Frank, 2013). Sugeruje si¢ takze, ze
insulinooporno$¢ moze wystepowa¢ W odpowiedzi na dzialanie cytokin prozapalnych
wydzielanych przez tkanke thuszczowa w otylosci, wptywajac hamujgco na szlaki sygnatowe

insuliny w tkankach organizmu (Ota, 2014).

2.1.4. Ochwat

Kliniczna otylo$¢, atakze dysregulacja insuliny, czyli czynniki nalezace do zespotu
metabolicznego (EMS), moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju ochwatu u koni — powaznej, jak
réwniez bolesnej choroby kopyt. Pomimo znajomosci czynnikow ryzyka, ktore wywotuja ten
stan u koni, schorzenie to stanowi nadal ogromne wyzwanie dla lekarzy weterynarii. Cecha
charakterystyczng ochwatu jest utrata przyczepno$ci miedzy blaszkami naskdrka wewnetrznej
$ciany kopyta, a migdzypalcowymi blaszkami skory wiasciwej lezacej ponizej dystalnej czgsci
paliczka (Visser i in. 2011). Ochwat nie jest chorobg $miertelng, jednak w wielu przypadkach
ze wzgledu na stadium rozwoju choroby, a takze zwigzany z tym bol i ostabienie konieczna jest
eutanazja zwierzgcia, ktora uznawana jest za jedng z najczgstszych przyczyn $mierci koni
(Orsini i in. 2010; Pollard i in. 2020). Oprocz strat emocjonalnych na drodze kon — wiasciciel,

wystepuja takze straty ekonomiczne (Marchitelli, 2019).

Syndrom metaboliczny wystepujacy u koni jest $ciSle powiazany Zz wystgpieniem
ochwatu. W pierwszej kolejno$ci mechanizm rozwoju ochwatu wewnatrzwydzielniczego
skojarzono z wadliwym wychwytem glukozy przez tkanki. Jednak po wstepnych badaniach
uznano, ze W tkance kopytowej obecne sa transportery glukozy typu 1 (GLUT1), ktore dziataja
niezaleznie od insuliny. Ponadto receptory insuliny zlokalizowane sa Ww naczyniach
krwionosnych kopyta, a nie na komoérkach blaszkowatych (Huntington i in. 2010). Nastgpnie
odnotowano, ze insulina biorgca udziat w regulacji kurczenia irozszerzania si¢ naczyn
krwiono$nych moze przyczynia¢ si¢ u koni z IR do rozwoju ochwatu. W normalnych
fizjologicznych warunkach odpowiedz insuliny powoduje rozszerzanie naczyn krwionosnych
pod wptywem tlenku azotu, natomiast kurczenie odbywa si¢ za sprawg endoteliny- 1, dzieki

rownowadze szlakow sygnatowych insuliny (PI3K/ MAPK). W przypadku IR dochodzi do
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zablokowania szlaku PI3K, z kolei szlak MAPK odpowiedzialny za kurczenie naczyn
funkcjonuje prawidtowo (Venugopal iin. 2011). W zwigzku z tym utrudniony jest przeptyw
krwi przez naczynia wlosowate poprzez zakrzepy gromadzace si¢ W naczyniach

doprowadzajacych oraz odprowadzajacych krew do kopyta.

2.2. Zastosowanie probiotykéw i prebiotykow w zywieniu koni

2.2.1. Probiotyki

Probiotyki wedlig Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO zang. World Health
Organisation) definiowane sg, jako zywe mikroorganizmy, ktore dostarczane do diety
w odpowiednich iloéciach przynosza korzysci zdrowotne gospodarzowi (FAO/WHO 2002).
Szereg pozytywnych wilasciwosci dostarczanych przez probiotyki wynika przede wszystkim
Z obecnosci W nich zywych szczepoéw dobroczynnych bakterii. Wérdd bakterii probiotycznych
stosownych jako suplementy diety gtowna role odgrywaja bakterie kwasu mlekowego z rodzaju
Lactobacillus (LAB), Bifidobacterium, atakze niektore drozdze (Holzapfel iin. 2001).
W zywieniu koni uznaje si¢, ze korzystne wilasciwosci wykazujg szczepy Lactobacillus,
Bacillus, Enterococci, Bifidobacterium i Streptococcus (Schoster i in. 2013). Aby probiotyk
mogl spelnia¢ prozdrowotne funkcje musi by¢ odporny na dziatanie kwasow Zotadkowych,
wykazywa¢ wlasciwosci adhezyjne do btony S$luzowej nabtonka jelit, atakze dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe dla bakterii patogennych i chorobotworczych (Kechagia i in. 2013).
Wigkszos¢ bakterii LAB posada status GRAS (z ang. Generally recognized as Safe), czyli
ogodlnie uwazanych za bezpieczne dla organizmu (Patel iin. 2014). Mikrobiom w jelicie
grubym i okreznicy odgrywa kluczowa rolg w zdrowiu i chorobie. Szczegodlnie takie czynniki
jak stres, niewlasciwa dieta bogata W weglowodany niestrukturalne, nagta zmiana dawki
pokarmowej w przypadku przej$cia na zywienie pastwiskowe wplywaja na zachwianie
spotecznosci flory jelitowej (Ganda iin. 2023; Fernandes iin. 2014). Zastosowanie
probiotykow jako potencjalnej terapii W leczeniu choréb metabolicznych byto przedmiotem
licznych badan naukowych (Mallappa, 2012). Literatura naukowa dotyczaca stosowania
probiotykoéw w odniesieniu do bezposredniego tlumienia zespolu metabolicznego u koni jest
ograniczona. Natomiast pewne mechanizmy dziatania probiotykdw mozna przypisa¢ ich
korzystnemu dziataniu na modulacje flory jelitowej, a co za tym idzie poprawe metabolizmu
organizmu. Sktad prawidlowej mikroflory jelitowej jest staly u koni iobejmuje glownie
przedstawicieli Firmicutes i Bacteroides oraz w mniejszej liczebno$ci Proteobacteria,

Sprichaetes, Verrucomicrobia, Fibrobacteres i Actionbacteria. W badaniu na 20 koniach,
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gdzie autorzy analizowali sktad porownawczy flory jelitowej u koni zdrowych i koni z EMS
wykazano, ze mikrobiom koni z EMS sktadat si¢ gtownie z przedstawicieli bakterii zwigzanych
z rozwojem otytosci (Elzinga i in. 2016). Ponadto zmiany w sktadzie flory jelitowej poprzez
zastosowanie probiotykow i odpowiedniej diety mogg prowadzi¢ do wzrostu pozytecznych
mikroorganizmow, wplywajac na utrate wagi W przypadku otytosci (Delzenne iin. 2011).
W zwigzku z tym zastosowanie probiotykow W konteks$cie modulacji flory jelitowej moze by¢
obiecujacym narzedziem terapeutycznym wplywajagcym na zmniejszenie ryzyka wystgpienia

EMS.

Jednym z dobrze znanych i przebadanych szczepoéw bakterii probiotycznych jest
Lactobacillus rhamnosus (LR). W kilku artkutach autorzy odnotowuja jego dobroczynne
wilasciwo$ci W obszarze zwigzanym z syndromem metabolicznym. W badaniach na modelach
zwierzecych wykazano, ze szczep Lactobacillus rhamnousus GG poprzez modulacje
mikrobiomu jelitowego u otylych myszy poprawia wrazliwo$¢ komorek na insuling (Ji iin.
2018; Kim iin. 2013). Podobnie Lactobacillus rhamnousus LS-8 wyizolowany
z sfermentowanej zywnosci wptywat na obnizenie masy ciata i redukcj¢ insulinoopornosci U
otylych myszy, a takze na zmniejszong ekspresje cytokin prozapalnych (IL-6, IL1J i TNFa)
w surowicy oraz mRNA w tkance ttuszczowej (Wang i in. 2019). Wykazano, ze Lactobacillus
rhamnosus GG w potaczeniu z innymi szczepami probiotycznymi, a takze prebiotycznymi, byt
W stanie metabolizowa¢ te probiotyki prowadzac do produkcji KKT (LeBlanc iin. 2017).
W przypadku dorostych zdrowych koni stosowanie preparatu probiotycznego z Lactobacillus
rhamnosusu GG nie przyniosto oczekiwanego rezultatu w Kontekscie dtuzszej kolonizacji do
komorek nabtonka jelit. Moze by¢ to spowodowane faktem, ze szczep ten nie dziatat wlasciwie
na zdrowe konie. W przypadku suplementacji tym probiotykiem u Zrebigt wykazano
pozytywne wilasciwosci adhezyjne do jelit, co moze by¢ zwigzane z tym, ze mikrobiom

przewodu pokarmowego zrebiat nie jest jeszcze w petni uksztalttowany (Weese i in. 2002).

Drugim znanym szczepem probiotycznym jest Pediococcus acidilactici, ktory nalezy do
rodziny Lactobacillaceae. Doniesiono, ze spozywanie tego probiotyku skutkowato obnizeniem
poziomu trojglicerydow i cholesterolu, a takze regulowato poziom lipidéw wraz z thumieniem
stané6w zapalnych. Ponadto u myszy karmionych dieta wysokocukrowa i wysokottuszczowa
szczep ten wykazywal pozytywne wlasciwosci na homeostaze glukozy, w tym dzialanie

przeciwhiperglikemiczne (Cabello-Olmo i in. 2022).
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2.2.2. Prebiotyki

Definicja prebiotykow odnosi do substratow dietetycznych, ktore sg selektywnie
wykorzystywane przez zywiciela, przynoszac korzysci zdrowotne gospodarzowi (Gibson i in.
2017). Innymi stowy prebiotyki sa pozywka dla dobroczynnych mikroorganizméw obecnych
w przewodzie pokarmowym, wplywajac w ten sposob na modulacje catego mikrobiomu (Flint,
2012). Mechanizm ten polega na degradacji przez florg jelitowa niestrawnych czesci
sktadnikow odzywczych, zwanych prebiotykami, przez co pozyskuja energi¢ do przezycia
i wzrostu (Gibson iin. 2004). Znana jest szeroka gama prebiotykow, wickszos¢ z nich to
podzbiér grup weglowodanow o roznej strukturze molekularnej, cho¢ nie jest to regula,
wyjatkiem moga by¢ np. polifenole. Chociaz uznaje si¢, ze prebiotyki nalezg do wiokna
pokarmowego, to nie kazde widokno pokarmowe jest prebiotykiem. Istnieje pewna klasyfikacja,
a mianowicie prebiotyk: musi by¢ odporny na dziatanie kwaséw zoladkowych, a takze
enzymow trawiennych gospodarza, wchianianie w gornym odcinku przewodu pokarmowego
oraz prebiotyk powinien by¢ fermentowany przez flore jelitowa, a takze stymulowaé wzrost
i aktywnos$¢ pozytecznych bakterii zasiedlajacych jelito grube (Song i in. 2015). W zywieniu
koni z danych literaturowych wnioskuje si¢, ze do prebiotykoéw zaliczane sa
fruktooligosacharydy (FOS), mannanooligosacharydy (MOS), a takze wystodki buraczane czy

tuski soi.

Efekt dziatania fruktooligosacharydéw (FOS), zalezny jest od sktadu i aktywnosci
metabolicznej mikroflory w przewodzie pokarmowym koni. Po zastosowaniu w dawce
pokarmowej FOS w ilo$¢ 8 g lub 24 g dziennie, wykryto zmiany w kale u koni mtodych,
z jednoczesnym obnizeniem PH iwzrostem zawartosci krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych (KKT), gtdéwnie octowego, propionowego i mastowego (Berg i in. 2005). KKT
wchlaniane sg przez komorki nabtonka jelit | poprzez watrobg przedostajg si¢ w niskich
stezeniach do krazenia ogdlnoustrojowego (Comalada i in. 2006). Mi¢dzy innymi KKT biorg
udzial w metabolizmie glukozy, lipidow i cholesterolu, atakze w kontroli zaburzen
metabolicznych, w zwiazku z tym KKT moga korzystnie wptywac¢ na poziom glukozy, a takze
mase ciata (Kimura i in. 2014). Udowodniono, ze krotkotancuchowe FOS podawane koniom
wilosci 30 g dziennie przez 3 tygodnie moga tagodzi¢ zmiany w mikroflorze jelitowej
wywotane nagla zmiang diety, szczegélnie wysoka podaza skrobi (Respondek iin. 2008).
Autorzy wykazali takze pozywany wptyw stosowania FOS w ilosci 45 g / dzien, co wptywato

na wzrost wrazliwosci na insuling u otytych koni (Respondek i in. 2011).
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Kolejng grupg¢ prebiotykdéw stanowiag mannanooligosacharydy, ktore pozyskiwane sg ze
$cian komorkowych drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Odnotowano, ze MOS ma zdolno$¢
wigzania bakterii chorobotworczych, hamujgc ich namnazanie, a takze wykazuja korzystyny

wplyw na stabilizacj¢ dobroczynnej flory jelitowej zwierzat (Rosen, 2006).

Wsrdd polisacharydéw zaliczanych do prebiotykow to pektyna budzi coraz wicksze
zainteresowanie. Zwigzek ten sktada si¢ z polimerow kwasu galakturonowego, ktory znajduje
si¢ W srodkowej blaszce komorek roslinnych (Gilaverte iin. 2011). Pektyny mogg byc¢

ekstrahowane z produktow ubocznych m. in. z wystodkéw buraczanych.

Badania wskazuja, ze pektyny wykazuja potencjat ochronny dla bakterii probiotycznych
podczas przejscia przez zotadek do jelit, co zwigzane jest z ich funkcjonalnoscig (Larsen iin
2019). Pektyna jest prawie calkowicie rozkladana przez flor¢ jelitowa koni, co skutkuje
produkcjg KKT (Do Prado iin. 2017). Ponadto w niektorych przypadkach zastapienie zb6z
bogatych w skrobie, paszami zawierajagcymi pektyny np. wystodkami buraczanymi wptyneto
na zmniejszenie ryzyka fermentacji skrobi w jelicie grubym, dostarczajac przy tym energii na

podobnym poziomie (Miraglia i in. 2006).

W odniesieniu do choréb metabolicznych widkno pokarmowe wptywa na zmniejszenie
hiperglikemii, gdyz opdznia wchtanianie weglowodanow, a takze wzmaga uczucie sytosci, co
z kolei wptywa na zmniejszone przyrosty masy ciata (Post in. 2012). Natomiast w przypadku
osobnikéw cierpigeych na insulinooporno$é wtokno pokarmowe, poprzez fermentacje w jelicie
grubym do KKT, moze wptywac na zwigkszenie obwodowej wrazliwosci na insuling (Johnston
iin. 2010; Robertson iin. 2012). Wykazano, ze diety na bazie wldkna pokarmowego
zmniejszajg hiperglikemie po positkowa, poprzez wolniejsze wchianianie weglowodanow,
a takze dzigki swojej struktury wptywaja na uczucie sytoscia, co W rezultacie ma wptyw na

kontrolowanie masy ciala — istotna kwestia w przypadku otytosci (Post i in. 2012).

Odnotowano takze, ze diety oparte na wioknie pokarmowym maja niski indeks
glikemiczny (z ang. GI — Glycemix Index), co ma kluczowe znaczenie dla koni cierpigcych na
syndrom metaboliczny. Indeks glikemiczny zwigzany jest Z klasyfikacja zywno$ci zawierajacej
cukry proste (glukoza, skrobia), na podstawie ich potencjatu do wzrostu st¢zenia glukozy we
krwi po positku. Formutowanie dawek pokarmowych dla koni, ktore wptywaja na ostabienie
odpowiedzi glikemicznej moze mie¢ fundamentalne znaczenie dla lagodzenia
insulinoopornosci, a takze ochwatu i innych nastepstw zdrowotnych zwigzanych z syndromem

metabolicznym (Kronfeld i in. 2005).
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2.3. Wyslodki buraczane jako zrédlo prebiotyku

Wystodki buraczane sg produktem ubocznym, powstajacym po ekstrakcji sacharozy
z burakéw cukrowych. Ze wzgledu na sktad chemiczny, komponent ten jest z powodzeniem
stosowany Ww zywieniu zwierzat, Wtym takze koni. Wyslodki sktadaja si¢ glownie
z polisacharydow (65-80%) w tym celulozy (22- 30%), hemiceluloz (22 -32%), pektyny (24-
32%) oraz sladowej ilosci ligniny (1-2%). Wystodki buraczane zawieraja takze niewielki
poziom sacharozy (do 10% suchej masy), glukozy, kwasu galakturonowego i arabinozy
(Leijdekkers i in 2013) oraz zwigzane estrowo kwas octowy (3,9% s. m.) i kwas ferulowy (0,8%
s. m.) (Finkenstadt, 2013). Do sktadnikow odzywczych gtownie zaliczane jest biatko ogodlne
(7-10%) i popiot surowy (5%). Ze wzgledu na wysoki udziat widkna rozpuszczalnego (okoto
jedna trzecia pektyn) wystodki buraczane rozktadane sg przez flor¢ bakteryjng zasiedlajgca
okreznice koni do krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (KKT) (Jensen iin. 2016).
Wystodki charakteryzuja si¢ niskim indeksem glikemicznym, co moze wplyna¢ na jego
potencjalne zastosowanie w przypadku koni cierpigcych na syndrom metaboliczny. Podczas
badan porownujacych wplyw wystodkow buraczanych, otrebéw pszennych i ryzowych,
platkow owsianych, a takze ziaren zb6z w zywieniu koni w celu dostarczenia z kazdej dawki 4
Mcal energii na reakcje glikemiczng, wykazano, ze wystodki buraczane miaty najnizszy indeks
glikemiczny, co stanowito kluczowy czynnik, jako potencjatu w zapobieganiu hiperinsulinemi
u koni (Rodiek i in. 2007). Inni autorzy zaobserwowali takze, ze zastapienie owsa wystodkami
buraczanymi wptyneto na nizszy poziom insuliny w osoczu (p < 0,05) po 60 i 90 minutach
karmienia w spoczynku (Palmgren Karlsson iin. 2002). Ze wzgledu na wlasciwosci
peczniejace wystodki przed podaniem koniom muszg zostaé namoczone W wodzie, gdyz
podane w formie granulatu mogg pecznie¢ W zotadku, co prowadzi do kolek i innych zaburzen
zotadkowo- jelitowych. Moczenie pasz jest takze dobrym rozwigzaniem dla koni cierpiacych
na syndrom metaboliczny, gdyz W ten sposob usunigta zostaje znaczna czg$¢ weglowodanow
niestrukturalnych (NSC) (Frank iin. 2010). Natomiast wraz z weglowodanami wyptukaniu
ulegaja takze sktadniki mineralne, w zwigzku z tym konieczne jest uzupehienie diety konia o
niezbe¢dne sktadniki mineralne (McGowan i in. 2013). Pomimo tego, ze wystodki buraczane
charakteryzuja si¢ niskim udzialem weglowodanow prostych to pewne ilo§ci monosacharydow
sg obecne wtym komponencie. Dla koni z syndromem metabolicznym dazy si¢ przede
wszystkim do zminimalizowania cukrow prostych w diecie, poniewaz W ten sposdb mozna
wptyna¢ na tempo uwalnianie glukozy do krwioobiegu, zmniejszajac tym samym wyrzut

insuliny. W celu obnizenia zawartosci cukrow, atym samym uniknigcia wyptukania
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mineratéw, kontrolowany proces fermentacji z udziatlem bakterii probiotycznych moze miec¢
korzystny efekt (Capurso i Capurso 2020; Wolever, 2017). Ponadto dzigki wytwarzanym przez
bakterie probiotyczne metabolity - postbiotyki, przygotowany w ten sposob komponent
pokarmowy moze by¢ dodatkowo wzbogacony o substancje bioaktywne (witaminy,

bioaktywne peptydy, zwiazki przeciwutleniajace) (Verardo i in. 2020).

2.4. Laktofermentacja zywnoS$ci

Sztuka fermentacji zywnoS$ci oraz napoi to jedna z najstarszych metod przetwarzania
produktéw spozywczych, znana od czaséw starozytnych. Fermentacja poczatkowo stuzyta
przede wszystkim do celow konserwacji, co zapobiegato psuciu si¢ zywnosci. Dopiero
w potowie XIX wieku nastgpit kluczowy rozwoj w zakresie koncepcji fermentacji zywnosci
I zaczgto szerzej przyglada¢ si¢ procesom zachodzacym w czasie przetwarzania matrycy
zywnosciowej, za sprawg rozwoju dziedziny zwang mikrobiologia (Kabak iin. 2011).
Od tego przelomowego kroku w nauce nastapit wzrost rdéznorodnych szczepow
probiotycznych, aco istotne zrozumienie szlakow metabolicznych prowadzonych przez
drobnoustroje, co potggowato coraz wigkszym rozwojem w branzy fermentacyjnej. Do
produkcji tego rodzaju Zzywnosci czesto wybierane sg bakterie kwasu mlekowego (LAB), w tym
Lactobacillus, Enterococcus i Bifidobacterie oraz grzyby, drozdze i inne bakterie (Bacillus)
(Rezac i in. 2018; Tamang i in. 2016). Znane sa dwie gldwne metody fermentacji zywnosci:
pierwsza z nich fermentacja naturalna zwana rowniez spontaniczng, zalezna od mikroflory
autochtonicznej obecnej w matrycy zywno$ciowej badz w srodowisku fermentacyjnym,
przyktadem moze by¢ kiszona kapusta. W tym rodzaju fermentacji nalezy stworzy¢ przede
wszystkim warunki beztlenowe dla prawidlowego wzrostu i rozwoju mikroorganizméw oraz
w celu eliminacji niepozadanej flory dodatek soli lub octu (Voidarou iin. 2021). Innym
rodzajem fermentacji spontanicznej moze by¢ back- slopping, czyli przeniesienie wczesniej
sfermentowanej partii jako inokulum do $wiezego materiatu (Holzapfel i in. 2002; Akpi i in.
2019). Kolejnym rodzajem konserwowania materialu spozywczego jest fermentacja
kontrolowana, ktéra polega na dodatku do zywnosci kultur starterowych szczepow
bakteryjnych, w tym przypadku znany jest konkretny szczep przeprowadzajacy fermentacje.
Podczas tego rodzaju fermentacji nastgpuje przemiana weglowodandw m.in. do kwasu
mlekowego i innych kwasow organicznych, zapewniajac W ten sposob konkurencje nad innymi
patogenami (Hansen i in. 2002). Stosuje si¢ takze symbiotyczne wlasciwos$ci szczepdéw bakterii
LAB z drozdzami (SCOBY) (Dufresne i Farnworth, 2000). Z czasem udowodniono, ze

fermentacja zywnosci niesie za sobg szereg pozytywnych wiasciwosci:
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- ze wzgledu na wystepowanie probiotycznych mikroorganizméw, gtownie bakterii kwasu
mlekowego (LAB) (Marco iin. 2017). Przyjmuje si¢, ze wigkszos¢ sfermentowanych
produktow zawiera okoto 10® CFU/g, natomiast stezenia bakterii probiotycznych moga sie
roézni¢ (Rezac i in. 2018),

- wazne jest takze podtoze dla wzrostu Irozwoju mikroorganizméw W postaci materiatu
fermentowanego, poniewaz odgrywa ono istotng role w transporcie bakterii probiotycznych do
jelit, dzigki swojemu dzialaniu ochronnemu przeciw niskiemu pH sokow trawiennych
i kwasow zotciowych w przewodzie pokarmowym. W ten sposéb mozliwa jest kolonizacja
bakterii probiotycznych i ich adhezja do nabtonka jelit (Bove i in. 2013),

- zmiana smaku, tekstury, wlasciwosci organoleptycznych (Hansen i in. 2002)

- zwigksza si¢ rowniez strawno$¢ sktadnikéw pokarmowych, poprawiajac tym samym
biodostepnos¢ sktadnikow odzywczych (mineraty, witaminy).

- metabolity wytworzone podczas dziatalno$ci mikrobiologicznej moga wykazywad
wlasciwosci prozdrowotne m.in. poliaminy I bioaktywne peptydy, ktore wptywaja korzystnie
na uktad odpornosciowy, sercowo- naczyniowy oraz metaboliczny (Derrien i in. 2015),

- sktadniki obecne w sfermentowanej zywnos$ci jak np. witaminy czy prebiotyki z matrycy
zywnosciowe]j przynosza dodatkowe zrodto sktadnikéw pokarmowych (Marco iin. 2017;
Salazar i in. 2016)

- fermentacja obniza takze poziom substancji antyodzywczych, poprzez ich rozklad do
zwigzkow dostepnych dla enzyméw trawiennych (np. zwigzki fenolowe) (Abu-Salem i in.
2014) (Filannino i in. 2015) lub fermentacja zakwasu zmniejsza zawartos¢ oligosacharydow
czy disacharydow, co sprawia, ze jest on bezpieczny dla 0sob cierpigcych na choroby jelit

(Laatikainen i in. 2016),

Zywno$¢ fermentowana ma wiele wtasciwosci wptywajacych korzystnie na stan zdrowia
ludzi i zwierzat. Badania wskazuja na potencjalng rolg spozywania zywnosci probiotycznej
z udzialem bakterii LAB na rekonwalescencje po operacjach jamy brzusznej, w celu
zminimalizowania ryzyka nastgpstw rozwoju sercowo naczyniowych, a takze zmniejszenia
obcigzenia patogenami (Chilton iin. 2015). Ponadto fermentacja wtokna pokarmowego
wykazywata dzialanie przeciwglikemiczne, przeciwzapalne i immunomodulacyjne (Selhub
iin. 2014; Moussa iin. 2012; Mueller iin. 2011), co sugeruje efekt synergistycznego

wspotdziatania prebiotykow z probiotykami.
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Ponadto udowodniono, ze w przypadku otylo$ci, spozywanie sfermentowanej zywnosci
moze wplynag¢ na redukcje masy ciata, tkanki tluszczowej, cytokin zapalnych, a takze
markeréw stresu oksydacyjnego (Nam iin. 2015; Hamadate iin. 2013; Lee iin. 2015).
Wykazano, ze produkty z kierowana fermentacja z uzyciem szczepow bakterii LAB, moga
przynosi¢ lepsze korzys$ci niz fermentacja spontaniczna bez dodatku mikroorganizmow (Park
Iin. 2012). Istotny jest takze czas trwania procesu fermentacji, gdyz w badaniu
przeprowadzonym na otylych ochotnikach, fermentacja kimichi (koreanskich napoj)
prowadzona przez 12 dni wykazywata lepsze wyniki w postaci zmniejszenia tkanki
thuszczowej, poziomu insuliny, leptyny iglukozy na czczo w poréwnaniu do kimichi

fermentowanego przez 1 dzien (Kim i in 2012).

W przypadku koni jednym ze znanych form przetwarzania komponentow paszowych jest
konserwacja materialow roslinnych w postaci kiszonki lub sianokiszonki. Kiszonki ze wzgledu
na nizszy udzial suchej masy, a takze wyzszy udzial kwasow organicznych (Harris in. 2017),
charakteryzuja si¢ lepsza strawnoscig W poréwnaniu do pasz wioknistych takich jak siano
(Muhonen i in. 2008). Ponadto dane literaturowe wskazuja, ze dobrze przygotowana kiszonka
jest chetniej preferowana przez konie w poréwnaniu Z paszami obje¢tosciowymi suchymi

(Miiller i in. 2007).
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3. CELE PRACY

Celem badan bylo wytworzenie laktofermentowanych wystodkéw buraczanych z
dodatkiem szczepdéw bakterii probiotycznych Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus
acidilactici, charakteryzujacych si¢ obnizonym indeksem glikemicznym, podwyzszonym
potencjatem przeciwutleniajagcym oraz wysokim udziatem widkna pokarmowego o potencjale
probiotycznym, atakze charakterystyka chemiczna powstatych wtoku fermentacji

surfaktantow.

Dodatkowo celem pracy byta ocena wplywu ekstraktow fermentowanych wystodkow
buraczanych bez dodatku szczepow Dbakterii probiotycznych (CTRL) i ekstraktow
laktofermentowanych wystodkow buraczanych z dodatkiem szczepu bakterii Lactobacillus
rhamnosus (LR) w badaniach in vitro na kulturze komoérek macierzystych tkanki thuszczowej
pochodzacej od koni (EQASC).

4. MATERIALY i METODY

4.1. Przygotowanie inokulum mikrobiologicznego

4.1.1. Szczepy bakterii i podloza

W celu przeprowadzenia procesu fermentacji zastosowano dwa szczepy bakterii kwasu
mlekowego, a mianowicie Lactobacillus rhamnosus NCIMB 8010 i Pediococcus acidilactici
NCIMB 8018 otrzymane z National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria, Wielka
Brytania. W pierwszej kolejnosci szczepy bakteryjne poddano liofilizacji, zawieszono w 1 ml
bulionu De Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) (Biomaxima; Polska) i hodowano w 37°C przez 48
godzin w 25 ml tej samej pozywki W warunkach wstrzgsania 160 RPM (LS 500 POL- EKO
Aparatura; Polska). Po hodowli zawiesing bakteryjng dodano do 250 ml bulionu MRS
I hodowano do gestosci optycznej (OD) 1,0 przy 600 nm w tych samych warunkach. Komorki
zebrano przez odwirowanie przy 3500 x g przez 15 min w4°C (Mpw 380-R, Mpw Med.
Instrument; Polska). Osad komoérek przemyto i ponownie zawieszono bezposrednio w 150 ml
pozywki hodowlanej. Tak uzyskane inokulum zostato nastepnie dodane do 1500 ml bulionu
MRS w5000 ml kolbie. Nastepnie inokulum Lactobacillus rhamnousu przygotowano

W stezeniu 2,3 x 107, natomiast Pediococcus acidilactici w stezeniu 1,9 x 10”.

28


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/lactic-acid-bacterium
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/lactic-acid-bacterium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lactobacillus-rhamnosus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pediococcus-acidilactici
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/marine-bacterium

4.1.2. Proces laktofermentacji wystodkow buraczanych

Do zainicjowania fermentacji wykorzystane suche melasowane wystodki buraczane
,» 10ffi” w formie pelletu, pochodzace z cukrowni Miejska Gorka, wojewodztwo wielkopolskie.
Wystodki buraczane w ilosci 500 g umieszczono w stojach fermentacyjnych i dodano wody
w ilosci 3:1. Stoje fermentacyjne zostalty umieszczone W pomieszczeniu, gdzie panowata stata
temperatura na poziomie 37° C. Fermentacje przeprowadzono w trzech grupach: pierwsza
stanowity wystodki buraczane bez udzialu szczepoéw bakterii probiotycznych (CTRL), druga
laktofermentowane wystodki buraczane z udziatem Lactobacillus rhamnosus (LR), natomiast
trzecig laktofermentowane wystodki buraczane z dodatkiem Pediococcus acidilactici (PA).
Przed wprowadzeniem inokulum bakteryjnego zmierzono wartos¢ pH s$rodowiska
fermentacyjnego kazdego stoja, analogicznie po dodaniu szczepoéw bakteryjnych i w kazdym
nastepnym dniu trwania fermentacji. Po okoto 1 godzinie pobrano material (nadsacz oraz
biomas¢) do dalszych badan ,,0”, akolejne po 1, 2, 3, 5 i6 dniach fermentacji. Proby
poczatkowe stanowity ekstrakty wodne wraz z wystodkami buraczanymi, jako préba kontrolna
w dniu 0, natomiast pozostale proby stanowily zakwasy fermentacyjne. Po zakonczeniu
fermentacji proby zebrano do dalszych analiz do plastikowych moczowek, a takze

hermetycznych woreczkow.

4.2. Analiza chemiczna biomasy z wystodkéw buraczanych

Swieza biomasa z wystodkéw buraczanych, sktadajaca si¢ z biomasy kontrolnej bez
dodatku szczepu bakterii probiotycznych, a takze z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus oraz
Pediococcus acidilactci, zostaty poddane analizie chemicznej z prob pobranych w dniu 0 po
dodaniu szczepOéw bakterii probiotycznch oraz w ostatnim dniu fermentacji (dzien 6).
Wszystkie probki biomasy przeanalizowano W trzech powtorzeniach i podano otrzymane
warto$ci $rednie. Analizy zostaly przeprowadzone metoda weendenska (AOAC 2001).
Wspotczynnik podsuszenia obliczono, jako réznica migdzy materiatem $§wiezym, a materiatem
podsuszonym. Suchg mase (SM) oznaczano metodg wagowa (AOAC: 934.01), biatko ogdlne
(BO) z wykorzystaniem Analizator FOSS Tecator 2300 Kjeltec (FOSS Tecator, Hoganas, AB,
Szwecja) (metoda Kjeldahla, AOAC: 984.13), popidt surowy (PS) (metoda wagowsg 942.05),
ekstrakt eterowy (EE) (metoda Soxleta, AOAC 920.30A), z wykorzystaniem systemu
ekstrakcji BUCHI, Flawil, Szwajcaria), wtokno surowe (WS) (metoda Hannenberg i Stohmann,
AOAC 978.10), frakcje wldkna surowego, takie jak witokno neutralne detergentowe (NDF)
I witokno kwasno detergentowe (ADF, AOAC 973.18) przy uzyciu aparatu Fibertec 2010 FOSS
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(FOSS Fibertec, Hoganas AB, Szwecja), (AOAC, 2011). Zwiazki bezazotowe wyciggowe
(BAW) obliczono w g/kg suchej masy stosujgc wzor:

BAW = 1000 - (BO + PS + WS + EE)

4.3. Aktywnos$¢ przeciwrodnikowa oraz calkowita zawarto$¢ polifenoli

4.3.1. Odczynniki i standardy

Wszystkie odczynniki i rozpuszczalniki organiczne byly czystoéci analitycznej. Etanol, 1,1-
difenylo-2-pikrylohydrazyl (DPPH), chlorek Zelaza, weglan sodu, triazyna tripirydylu (TPTZ),
peroksydisiarczan potasu, kwas 2,2'-azyno-bis (3-etylobenztiazolino-6-sulfonowy) (ABTS),
odczynnik  Folina-Ciocalteu oraz  kwas  6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromano-2-

karboksylowy (Trolox) otrzymano z Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4.4, ZwiazKi polifenolowe | pojemnos$¢ przeciwutleniajaca

4.4.1 Procedura ekstrakcji

Po zamrozeniu probki poddano liofilizacji i sproszkowano w mtynku laboratoryjnym (IKA
11A, Staufen, Niemcy). Probki proszku (0,05 g) ekstrahowano 1,5 ml 80% metanolu
zakwaszonego 1% HCI (obj./obj.) przez 24 h w warunkach chtodniczych. W tym czasie probki
dwukrotnie poddano sonikacji (300 W, 40 kHz; Sonic 6D, Polsonic, Warszawa, Polska) przez
20 min ze sporadycznym wstrzasaniem. Nastgpnie zawiesing odwirowano przy 19 000 x g przez
10 min, a supernatant przesaczono przez hydrofilowa membrang PTFE 0,20 um (filtr Millex
SamplicityTM, Merck, Darmstadt, Niemcy) i zastosowano do analizy.

4.4.2. Calkowita zawartos¢ zwigzkow polifenolowych

Calkowitg zawarto$¢ zwiazkoéw polifenolowych okreslono zgodnie Z metoda opisang przez Gao
i in. (2000). W skrocie, 5 ul ekstraktow z wystodkow zmieszano z 50 ul 10% weglanu sodu,
100 ul H2O i 10 pl odczynnika Folina-Ciocalteu. Nastepnie mieszaning wytrzasano przez 30 s,
a wynik odczytano po 1 godz. Wyniki zarejestrowano przy 765 nm na czytniku plytek Synergy
H1 (BioTek, Winooski, VT, USA). Wyniki wyrazono jako mg kwasu galusowego na 100 g

suchej masy. Wyniki sg wyrazone, jako $rednia czterech powtorzen.

4.4.3. Zdolnos¢ antyoksydacyjna
Zdolno$¢ antyoksydacyjng probek oznaczono na czytniku ptytek Synergy H1 (BioTek,
Winooski, VT, USA). Zastosowano metody DPPH (Yen i Chen, 1995), ABTS (Re i in. 1999)
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oraz FRAP (Benzie i Strain, 1996). Krzywe standardowe przygotowano przy uzyciu réznych
stezen Troloxu. Wszystkie wyniki wyrazono, jako réwnowazniki Trolox na 100 g suchej masy

(mMol Tx/100 g sm).
4.5. Oznaczanie iloSciowe sacharozy w biomasie z wystodkéw buraczanych

4.5.1. Przygotowanie probek do analiz

Poczatkowo probki biomasy kontrolnej bez dodatku mikroorganizmow oraz z udziatlem
szczepéw bakterii Lactobacillus rhamnosus i Pediococcus acidilactici zliofilizowano
I sproszkowano w mozdzierzu laboratoryjnym, az do uzyskania jednolitej masy. Tak
przygotowane probki zostaly umieszczone W hermetycznych woreczkach do czasu
przeprowadzenia analiz. Przed rozpoczgciem badan przygotowano wzorzec wewnetrzny przy
uzyciu trehalozy w ilosci 4 mg i wody deuterowej (D202). W kolejnym etapie odmierzono po
okoto 100 mg kazdej probki do probowki typu Eppendorf, nastgpnie dodano wczesniej
przygotowany stock wilosci 40 pl trehalozy o stgzeniu 100 mg/ ml iuzupetiono woda
deuterowang (D20) wilosci 2 ml. Po tym probowki Eppendorf umieszczono w zlewce
I wstawiono na 20 minut do myjki ultradzwigckowej w celu rozbicia wigkszych czastek.
Nastepnie probki poddano wirowaniu przez 20 minut (13000 RPM). Po odwirowaniu
supernatant ostroznie zlano do czystych probowek typu Eppendorf idodano 0,5 ml
chloroformu. Po czasie, ponownie wstawiono probowki na 2 minuty do odwirowania (13 000
RPM). W dalszej kolejnosci zebrano supernatant z probowki Eppendorf i przeniesiono do
szklanych probowek na NMR.

4.5.2. Analiza NMR

Analiza NMR (*H-NMR) zostata wykonana za pomocg spektrometru DRX AvanceTM 600
MHz NMR (Bruker, Billerica, MA, USA). Widma zbierano w liczbie 16 skanéw. Odpowiednie

przesunigcia dla trehalozy (A) oraz sacharozy (B) zostaty przedstawione na Rysunku 1.
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Rys. 1. Przesunigcia widm dla trehalozy (A) i sacharozy (B).

Analize¢ wynikdw przeprowadzono za pomoca oprogramowania ACD/Spectrus Processor
2021.2.1 (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, ONT, Kanada). Analiza iloSciowa
zostata przeprowadzona W oparciu o wyznaczenie wspOlczynnika odpowiedzi aparatu

w stosunku do krzywych kalibracyjnych analizowanych we¢glowodanow.

4.5.3. Profilowanie weglowodanéw

Analiza jako$ciowa profilu weglowodanéw zawartych w wystodkach buraczanych zostata
wykonana za pomocg aparatu GCMS QP 2020 Plus (Shimadzu, Kioto, Japonia) wyposazonego
w kolumng kapilarng Zebron ZB-5 MSi (30 mx0.25 mmx0.25 um; Phenomenex, Torrance,
CA, USA). Celem przygotowania analizy, 100 mg kazdej probki wraz z 0,5 mg myo-inozytolu
jako wzorzec wewnetrzny, zostalo wyekstrahowanych 10 ml mieszaniny metanolu i wody
destylowanej (80:20). Nastepnie ekstrakt zostat przefiltrowany iodparowany za pomoca
rotacyjnej wyparki prézniowej. Celem upochodnienia probki, suchy ekstrakt zostat zawieszony
w mieszaninie 250 ul bezwodnej pirydyny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy) 250 ul
odczynnika do sylilacji BSTFA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy) i inkubowany przez 45

min w 60 °C.

Anality byly nastrzykiwane w temperaturze dozownika 280 °C (split 20, hel, jako gaz znosny),
a nastepnie poddane rozdziatowi wedtug nastepujacego programu temperaturowego: 150 °C
przez 1 min, nastgpnie do 180 (narost 1 °C/min), nastepnie do 300 °C (narost 4 °C/min)
i utrzymany przez 10 min. Warunki pracy modutu MS: tryb skanowania 40-1050 m/z,
temperatura zrodta jonow 250 °C. Identyfikacja weglowodandw zostata wykonana za pomocg

poréwnania ze standardami analitycznymi czystych substancji.
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4.6. Oznaczanie krétkolancuchowych kwaséw thuszczowych (KKT)

Lotne zwigzki organiczne (LZO) z analizowanych wystodkéw buraczanych zebrano z fazy
nadpowierzchniowej (HS) z wykorzystaniem techniki mikroekstrakcji do fazy statej (SPME).
Proby w ilosci 2 g przed SPME umieszczono w wialkach 20 ml zamykanych nakretkami z septa
wykonana z PTFE. Wialki inkubowano w 40°C, a nastgpnie do proby wprowadzono widkno
SPME (DVB/CAR/PDMS), dtugos¢ 1 cm, grubo$¢ fazy stacjonarnej 50/30 pm) iLZO
ekstrahowano przez 5 minut. Witokno SPME wprowadzono do dozownika GC
i przeprowadzono desorpcj¢ analitow iich rozdzielenie za pomocg chromatografii gazowej
polaczonej ze spektrometrig mas (GC-MS). Do LZO zastosowano aparat GC-MS Agilent
7890A(GC) 15975C (MS) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Rozdziat
realizowano z wykorzystaniem kolumny kapilarnej HP-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
Parametry rozdziatu GC splitless, dozownik 260°C, poczatkowa temperatura pieca 40°C
przetrzymanie 2,0 min, nastepnie 4°C min™' do 160°C, nastepnie 20°C min™* do 280°C.
Caltkowity czas pracy wynosit 38 min. Iloraz masy do tadunku (m/z) w zakresie 40 — 400 m/z
predkoscia skanowania 3.95 skanu/s po jonizacji elektronami (EI). Identyfikacje analitow
przeprowadzono W oparciu o pordwnanie zebranych widm z widmami z biblioteka widm
masowych NIST17.

4.7. Badania molekularne i cytobiologiczne

4.7.1. 1zolacja komoérek ASC pochodzacych od koni

Komorki ASC pochodzace od koni pozyskano z kolekcji komorek dzigki uprzejmosci

Miedzynarodowego Instytutu Medycyny Translacyjnej (MIMT).

Fragmenty tkanki tluszczowej przemyto etanolem oraz dwukrotnie PBS. Nastepnie
fragmenty tkanek homogenizowano przy uzyciu narze¢dzi chirurgicznych (skalpel, nozyczki)
I przeniesiono do kolagenazy typu IV, ktérg zwieszona w DMSO i wymieszano w medium F-
12. Tkanke inkubowano w inkubatorze z udziatem CO- przez 40 minut w 37 °C, co 10 minut
wstrzgsajgc. Nastepnie fragmenty tkanki thuszczowej odwirowano (1500 x g) przez 10 minut.
Otrzymany supernatant przemyto PBS i odwirowano (300 x g) przez 5 minut. Nastepnie po
odwirowaniu osad z komorkami zawieszono w 5 ml medium petnym zawierajacym 1% PS
(Penicylina/ Streptomycyna), 10% FBS (ptodowa surowica bydlgca) oraz medium LG (DMEM

Low Glucose w/ L-Glutamine w/ Sodium Pyruvate) i umieszczono w kolbie hodowlanej T-25.
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4.7.2. Hodowla komorkowa ASC

Podczas hodowli komorki znajdowaty si¢ w inkubatorze w temperaturze 37°C i 5% CO>
iwilgotnosci 95%. Hodowle komoérkowe poczatkowo umieszczono w butelkach T-25
i hodowano z DMEM, 10% ptodowa surowica bydlgca (FBS) i 1 % roztworem PS, nast¢pnie
medium hodowlane zmieniano, co 2 — 3 dni. Po osiggnieciu 70% konfluencji, komorki ASC
pasazowano przy uzyciu roztworu - Trypsyna EDTA. Po trzecim pasazu komoérki ASC zostaly
wykorzystane do dalszych badan.

4.7.3. Przygotowanie ekstraktéw z fermentowanych wystodkéw buraczanych

Ekstrakty z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus oraz bez
udziatu szczepu probiotycznego odwirowano (21 000 x g) przez 10 minut w temperaturze 4°C,
po czym otrzymany supernatant zostat zebrany do probowki typu Eppendorf i procedura zostata
powtdrzona — wirowanie (21 000 x g) przez 10 minut. Nastepnie uzyskany ekstrakt zostat

przefiltrowany przez filtr 0,22 pM.

4.7.4. Model eksperymentalny

Model eksperymentalny obejmowat kontrole (CTRL), gdzie komorki byly hodowane
w medium petnym przez caly okres trwania do$wiadczenia. Nastgpnie hodowla komorek
w tunikamycynie (TUN), gdzie komorki inkubowano przez 24 godziny w medium
zawierajagcym SuM tunikamycyny, a nastgpnie 24 godziny inkubacji W medium pelnym.
Z kolei grupy eksperymentalne obejmowaty 24 godziny inkubacji w medium z tunikamyncyna,
a nastgpnie 24 godziny inkubacji W medium zawierajacym ekstrakt z wystodkoéw buraczanych
bez dodatku szczepu probiotycznego oraz z udziatem Lactobacillus rhamnosus (tabela 1).
W celu wyboru odpowiedniego stezenia ekstraktow do dalszych badan na komorkach
przeprowadzono test TOX-8 ASSAY.

34



Tabela 1. Model eksperymentalny.

Grupa
Badawcza

Oh

24h

48h

CTRL (kontrola)

Medium petne

Medium petne

Medium petne

TUN

Medium petne

Tunikamycyna 5 uM

Medium petne

EX 0

Medium peine

Tunikamycyna 5 uM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych dzien ,,0” 500 uM

EX 3’

Medium petne

Tunikamycyna 5 uM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych dzien ,,3” 500 uM

EX 6’

Medium petne

Tunikamycyna 5 uM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych dzien ,,6” 500 uM

LR CTRL

Medium petne

Tunikamycyna 5 pM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych przed dodaniem
mikroorganizmow 500 uM

LR O

Medium petne

Tunikamycyna 5 uM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus dzien
,0” 500 uM

LR T

Medium petne

Tunikamycyna 5 pM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus dzien
17500 uM

LR 2

Medium petne

Tunikamycyna 5 pM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus dzien
,,2” 500 uM

LR 3

Medium petne

Tunikamycyna 5 pM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus dzien
,,37 500 uM

LR 6

Medium petne

Tunikamycyna 5 uM

Ekstrakt z wystodkow
buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus dzien
67500 uM

4.7.5. Wlasciwosci proliferacyjne koméorek ASC

Wskaznik zywotnosci komorek oceniano za pomocg testu opartego na resazurynie
(zestaw TOX8 In Vitro Toxicology Assay Kit, Sigma Aldrich, Poznan, Polska). Po inkubacji
komorek w mediach — jak opisano powyzej, media pohodowalne zastgpiono 10% roztworem
resazuryny przygotowanym w medium wzbogaconym o antybiotyki. Komorki nastgpnie
inkubowano w 37°C przez 2 godziny. Po tym czasie medium pohodowlane w obj¢tosci 100 pL

umieszczono w 96-studzienkowe;j ptytce i przeprowadzono pomiar spektrofotometryczny przy

35



600 nm dla prob badanych i 690 nm, jako referencyjnej dtugosci fali dla resazuryny. Test TOX8
prowadzono po 24 godzinach hodowli i powtdrzono po 48 godzinach.

W tescie klonogennym komoérki wysiano na 6-studzienkowa ptytke przy poczatkowej
gestosci 1 x 102, Po catonocnej inkubacji W celu przytaczenia sie komorek, grupy potraktowano
tunikamycyna i/lub ekstraktem. Po 7 dniach komoérki przemyto trzy razy PBS utrwalano w 4%
schtodzonym PFA i ponownie przemyto trzy razy PBS. Nastepnie barwiono przez 5 minut
W temperaturze pokojowej pararozaniling | ponownie przemyto trzykrotnie PSB w celu
usuni¢cia nadmiaru barwnika. Kolonie zawierajace wigcej niz 50 komodrek policzono
a wskaznik tworzenia kolonii (CFU) uzyskano stosujac wzor opisany przez Kornicka K. i in.
(2019).

Przeprowadzono rowniez test ekspansji w celu oceny zdolnosci do migracji komorek.
Komorki potraktowano odpowiednimi zwigzkami, jak opisano powyzej, przed zarysowaniem
pojedynczych warstw komorek. Seri¢ zdje¢ mikrofotograficznych wykonano w godzinach 0,

12 i 24, szerokos$¢ blizny analizowano za pomocg programu ImageJ.

W celu oceny wartosci PDT trzykrotnie pasazowane ASC wysiano na 24-studzienkowych
ptytkach, z gestoscia 2 x 107 na studzienke. Po odpowiednim czasie oraz obserwacji zbadano

1lo$¢ komorek.
4.7.6. Aktywnos$¢ B- galaktozydazy

Wykrywanie aktywnosci SA- B-galaktozydazy (SA-B-gal) enzymu lizosomalnego
zwigzanego ze starzeniem si¢ komorek, przeprowadzono przy uzyciu zestawu Senescence Cells
Histochemical Staining Kit zgodnie z instrukcja producenta. W skrocie, komorki utrwalono
buforem na bazie formaldehydu (RT, 6 min), przemyto PBS i inkubowano z roztworem X-gal
zawierajagcym 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-b- D - galaktopiranozyd przez noc w 37°C.
Zabarwione na niebiesko komorki starzejace si¢ zaobserwowano i zobrazowano przy uzyciu
mikroskopu odwroconego (Leica, Niemcy). Co najmniej 100 komorek zliczono w celu

okreslenia procentu komoérek SA-B-gal-dodatnich.

4.7.7. Barwienie immunofluorescencyjne

Proliferacj¢ oceniano za pomoca barwienia antygenem jadrowym Ki-67. Komorki
progenitorowe ASC zostaty utrwalone w 4% PFA przez 15 minut w RT, przeptukane PBS,
a nastepnic ASC permeabilizowano przez 20 minut w 0,2% Tween i ponownie przeplukano

w PBS przez 15 min. Nastepnie komorki inkubowano z przeciwciatlem I-rz Ki-67 (1:1000
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w 10% surowicy koziej w PBS) iinkubowano przez noc w temperaturze 4°. Po inkubacji
komorki przeptukano trzykrotnie PBS i inkubowano z przeciwciatlem drugorzegdowym w PBS
Atto 594 (1:1000) (Abcam, Wielka Brytania) przez 1 godzing, RT w ciemnos$ci. Nast¢pnie

komorki ASC przeptukano w PBS i uktadano na szkietka podstawowe.

Barwienie immunofluorescsencyjne w przypadku przeciwciata IL- 1B oraz cytochromu
C przeprowadzono analogicznie jak w przypadku antygenu Ki- 67. Stezenia przeciwciat zostaly

przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Lista przeciwciat uzytych do barwien immunofluorescencyjnych.

Przeciwciala Koncentracja Numer katalogowy Firma
IL- 1P 1:500 ab7722 Abcam
Ki-67 1:1000 obr10033 Biorbyt
Cas3 1:1000 C8487 Sigma
CytC 1:500 Nb100-56503 Novous

4.7.8. Barwienie organelli

Morfologia ASC zostala oceniona za pomocg mikroskopii konfokalnej. W celu
wizualizacji mitochondriéw, organelle zostaly wybarwione barwnikiem MitoRed. Najpierw
supernatant zastagpiono $wiezg pozywka hodowlang zawierajaca 0,1% MitoRed i komorki
inkubowano przez 30 min w 37°C. Cytoszkielet wizualizowano przy uzyciu Phalloidin-Atto
590 (Sigma-Aldrich, USA) w komorkach utrwalonych 4% PFA. Po utrwaleniu komorki
przemyto trzykrotnie PBS nastepnie permeabilizowano stosujac 0,5% X-100 (inkubacja 15
min, RT; Sigma-Aldrich, USA). Po tym komorki przeptukano PBS i inkubowano z roztworem
Phalloidin-Atto 590 w PBS (rozcienczenie 1:1000) w temperaturze pokojowej przez 45 min
w ciemnosci. Wybarwione komorki przemyto PBS i wybarwiono kontrastowo 4',6-diamidyno-
2-fenyloindolem  (DAPI).  Komorki  analizowano 1 wykonywano zdjecia  przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego (Leica TCS SPE, Leica Microsystems, Wetzlar,

Niemcy). Zdjecia analizowano za pomocg oprogramowania ImageJ.

4.7.9. Analiza ekspresji genow (QRT- PCR)

Po 24 godzinach hodowli komorek ASC od dodania ekstraktow z laktofermentowanych
wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus oraz ekstraktow bez dodatku
mikroorganizmoéow probiotycznych, komoérki przeptukano PBS i zawieszono w z 1 ml trizolu

TRI Reagent. Nastepnie catkowity RNA zostal wyizolowany z komorek po hodowli. Po
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izolacji, RNA rozpuszczono w wodzie traktowanej DEPC, anast¢pnie poddano analizie
jakosciowej 1 ilosciowej przy uzyciu nanospektrofotometru (WPA Biowave II). Rozktad
enzymatyczny genomowego DNA (gDNA) oraz syntez¢ komplementarnego DNA (cDNA)
wykonano z zastosowaniem Takara PrimeScript RT Reagent Kit z gDNA Eraser (Perfect Real
Time) zgodnie z protokotem otrzymanym od producenta. Do kazdej z zastosowanej reakcji
zostato zuzytych 150 ng catkowitego RNA. Zardéwno trawienie genomowego DNA, jak
i syntez¢ cDNA przeprowadzono przy uzyciu termocyklera T100 (Bio-Rad). Reakcje qRT-
PCR przeprowadzono przy uzyciu zestawu SensiFAST SYBR Green Kit (Bioline). Kazda
Mieszanina reakcyjna zawierata 2,5 pL cDNA 17,5 pL mix (SensiFAST SYBR 5 pL, Primer
Stock 0,5 puL, woda 2 pL). Stezenie starterow wynosito 0,5 pM. Wszystkie reakcje qRT-PCR
przeprowadzono za pomocg systemu wykrywania CFX Connect™ Real-Time PCR (Bio-Rad).
W gRT- PCR zostaly okreslone poziomy ekspresji markeréw apoptozy tj. czynnik supresorowy
guza (p53), inhibitor kinaz cyklinozaleznych (p21), biatka proapoptotyczne z rodziny BCL-2
(BAX, BAD), chtoniak z komérek B2 (BCL-2), kaspazy (Casp-9, Casp- 3), markery pro-
i przeciwzapalne tj. interleukiny (IL- 1B, IL-6, TNFa, IL-10, IL-4, IL-13, TGFp), markery
stresu oksydacyjnego dysmutaza ponadtlenkowa komodrkowa (SODL1), dysmutaza
ponadtlenkowa mitochondrialna (SOD2), katalaza (CAT) i peroksydaza glutationowa (GPX)
oraz ekspresja genow zwigzana z inuslinoopornoscia tj. transporter glukozy typu 4 (GLUT4),
substrat receptora insuliny (IRS) oraz receptor insuliny (INSR). Sekwencje starterow uzytych

w tescie qRT- PCR przedstawiono w tabeli 3.

W celu okreslenia ekspresji MikroRNA (miRNA) 500 ng RNA poddano odwrotnej
transkrypcji przy uzyciu zestawu Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit (Takara Bio
Europe), a nastepnie ilosciowej reakcji PCR (objetos¢ koncowa 20 ul) z uzyciem Sensifast Sybr
(Takara Bio Europe). Poziom ekspresji miRNA analizowano za pomocg Real-Time PCR
stosujgc zestaw do syntezy pierwszej nici MicroRNA zgodnie z instrukcjami dostarczonymi
przez producenta. W skrocie, mieszanina reakcyjna zawierata wodg, zestaw SensiFast SYBR
& Fluorescein (Bioline, Londyn, Wielka Brytania), starter specyficzny dla miRNA, starter 3'
MRQ i cDNA. Jako probke odniesienia zastosowano starter UGF i starter UBR. Wzgledny
poziom ekspresji obliczono poréwnujac grupy badane z grupa kontrolna metodg 2724Q,

Sekwencje starterow zastosowanych do analizy ekspresji miR przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 3. Sekwencje starterow uzytych w tescie qRT- PCR.

Lp. Nazwa genu Sekwencja starteréow 5°-3’
1. F: GGCACCTCTTCCCTCCTTTCT
BAX R: CGATGCGCTTGAGACACTCG
2. F: TTCTTTGAGTTCGGTGGGGT
BeLe R: GGGCCGTACAGTTCCACAA
3. F: GAAGAGAAACCCCCAGCTCC
Pt R: TGACTGCATCAAACCCCACA
4. F: TACTCCCCTGCCCTCAACAA
a3 R: AGGAATCAGGGCCTTGAGGA
7. F: GGCAGACTTCCTGTATGCGT
CASP3
R: CCATGGCTACCTTGCGGTTA
8. F: CACCTTCCCAGGCTTTGTCT
CASP9
R: GGCTCTGGCCTCAGTAAGTT
9. F: ATTCCTGGCGCTACCTCAGT
TG R: GCTGGAACTGAACCCGTTGAT
10. F: CTGCTGGGGGTTTGGAGAAT
RS R: TAAATCCTCACTGGAGCGGC
11. F: CTTGTGCCTCAGCCTCTTCTCCTTC
TNFa R: GGTTGACCTTGGACGGGTAG
12. F: GCTGAACAACCTCACAGATGG
-4 R: CAGCCCTGCAGATTTCCTTT
13. F: CTAGGGAACGAAGCATCCAGG
L0 R: TCAGGAGAGAGGTACCACAGG
14. F: GGGATGAAAGATGGGAAGC
ILIP R: TTTCCATTTTCCTCTTTGGGTA
15. F: AGCAGTCATTGCTCTCGCTT
ot R: CTCCACACCATGCTGCCATT
16. F: GGACCGAGGATGAAGGGATG
BAD R: GGAAGGAGACCTGGAACTCG
18. F: CGTCACTCCAGTTGCCTTCT
-0 R: GCCAGTACCTCCTTGCTGTT
19. F: CAGTCAACGAGTCTGCCAGT
INSR R: CCCGGTGCACAAACTTCTTG
21. F: CGGGTTTTCAACAGATCGGC
GLUT4

R: CACCTTCTGTGGGGCATTGA
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22. F: TCGAGCCCAACTTCACACTC
GPX R: AAGTTCCAGGCGACATCGTT
23. F: ACTCCCATTGCGGTTCGATT
CAT R: TCAGGTGCGTTTGAGGGTTT
24. F: CATTCCATCATTGGCCGCAC
Sopt R: GAGCGATCCCAATCACACCA
25. F: GGACAAACCTGAGCCCCAAT
SoD2 R: TTGGACACCAGCCGATACAG

Tabela 4. Sekwencja starterow uzytych do analizy ekspresji miRNA w tescie qRT- PCR.

Lp. Nazwa genu Sekwencja starteréw 5°-3’

1. miR- 146 TGAGAACTGAATTCCATGGGTT
2. miR- 101 TACAGTACTGTGATAACTGAA
3. miR- 17 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG
4, miR- 103 AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA
5. miR- 130 CAGTGCAATGTTAAAAGGGCAT
6. miR- 107 AGCAGCATTGTACAGGGCTATCA
7. miR- 155 TTAATGCTAATCGTGATAGGGGTT

4.7.10. Cytometria mikrokapilarna

Wewnatrzkomorkowe reaktywne formy tlenu (ROS) zostaty wykryte przy zastosowaniu
zestawu Muse® Oxidative Stress Kit, opartego na dihydroetydynie (DHA). Zmiany potencjatu
btony mitochondrialnej oceniono przy uzyciu zestawu Muse® Mitopotential Assay Kit, co
pozwolito na ocen¢ czterech populacji komorek — zywych, zdepolaryzowanych/ zywych,

zdepolaryzowanych/ martwych oraz martwych.

Komorki zebrano przy uzyciu trypsyny-EDTA 1x w PBS zgodnie z opisanym powyzej
traktowaniem, przemyto HBSS i zmieszano z working solution przygotowanym w 1x Buforze
Testowym. Po 30 min inkubacji w 37°C, przeprowadzono analiz¢ przy uzyciu analizatora

komorek Muse™ (Merck, Darmstadt, Niemcy).

W celu okreslenia wptywu ekstraktow na apoptoz¢ komoérek ASC przeprowadzono test
za pomocg zestawu Muse® Annexin V & Dead Cell Assay Kit. Test zostat wykorzystany do
okreslenia odsetka komoérek zywych i martwych oraz wczesnej ipdznej apoptozy. Profil

apoptozy i procent zywych komorek okreslono za pomocg Muse TM Analizator komorek.
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Procedura bramkowania populacji komoérek zostata oparta na kontroli pozytywnej
I negatywnej. Wyniki uzyskano za pomocg analizatora komorek Muse (Merck, Darmstad,
Niemcy).

4.8. Analiza statystyczna

Materiat liczbowy uzyskany w do§wiadczeniach uporzadkowano i opracowano w formie tabel
oraz wykresow przy pomocy programu Microsoft Excel 2016. Testem Saphiro-Wilka
sprawdzano normalnos¢ rozktadow w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych w zaleznosSci
od analizowanej cechy. Do obliczen statystycznych zwigzanych z badaniami molekularnymi
I cytobiologicznymi komoérek ASC zastosowano program GraphPad Prism 8.0 (San Diego,
Kalifornia, USA) z jednokierunkowa analiza wariancji (ANOVA). Pozostate wyniki
doswiadczen wykonano przy pomocy programu Statistica 13.0 (Statsoft Inc.). Wyniki
opracowano metodg analizy wariancji W uktadzie jedno i dwuczynnikowym. Dane dotyczace
liczby bakterii zostaly przeksztalcone przy zastosowaniu transformacji logarytmiczne;.
Istotnosci r6éznic miedzy wartosciami Srednimi W obrebie efektow gtownych okreslono przy

pomocy testu Tuckey’a.

Doswiadczenia byly analizowane statystycznie wedtug nastepujacych modeli:
— jednoczynnikowy:

Yij =1+ 0i + t¢&jj

— dwuczynnikowy:

Yijk =+ ai + Bit (af)ijteijk

gdzie,

poszczegblne symbole oznaczaja:

Yij Ub yijk — warto$¢ obserwowanej zmiennej zaleznej

p —S$rednia ogolna W populacji generalnej (wptyw czynnikéw wspdlnych dla wszystkich

elementéw populacji)
ai— wptyw zastosowania szczepu bakteryjnego
Bj— wptyw dnia inkubacji bakteryjnej

&ij (ap)ij —interakcje pomiedzy zastosowanym szczepem bakteryjnym i dniem inkubacji

bakteryjnej

gijk — wplyw czynnikéw losowych
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

5.1. Analiza fizyko- chemiczna fermentowanej biomasy z wystodkow
buraczanych

5.1.1. Zmiany wartosci pH w biomasie z fermentowanych wystodkéw buraczanych
W zaleznoSci od czasu fermentacji

Kluczowym etapem rozpoczynjacym do$wiadczenie bylo okreslenie odpowiednich
warunkoéw do zainicjowania procesu fermentacji. Na prawidlowy przebieg fermentacji wptywa
wiele czynnikdw, W tym migdzy innymi czas i warto§¢ pH fermentowanego srodowiska.
W niniejszych badaniach odnotowano zmiany wartosci pH w czasie 6- dniowego okresu
fermentacji zarowno w wystodkach buraczanych bez dodatku szczepoéw bakterii
probiotycznych (CTRL), atakze w laktofermentowanych wystodkach buraczanych
zawierajacych szczepy bakterii probiotycznych Lactobacillus rhamnosus (LR) lub Pediococcus
acidilactici (PA).

Analizujac wartos¢ odczynu pH z catego okresu fermentacji pomigdzy grupami,
wykazano statystycznie istotnie nizsze wartosci pH w przypadku grup LR i PA w poréwnaniu
do grupy CTRL (p < 0,01). Odnotowano rowniez Statystycznie istotne obnizenie odczynu pH
w catym procesie fermentacji (dni) (p < 0,05, p < 0,01). Dodatkowo wykazano wysoko istotne
interakcje migdzy szczepami bakteryjnymi, a dniem inkubacji fermentowanych wystodkow
buraczanych (p <0,01) (tabela 5).

Rozpatrujac zmiany wartosci pH w kazdym dniu fermentacji, w pierwszym okresie
procesu tj. dzien 0, 1, 2 i3 stwierdzono statystycznie istotne roznice pomiedzy grupa
wystodkow bez dodatku szczepow bakterii probiotyczych (CTRL), a biomasami z dodatkiem
szczepow bakterii LR 1 PA (p <0,01). Z kolei w dniu 5 i 6 wysoko istotne réoznice odnotowano
miedzy grupg CTRL a LR (p <0,01) (wykres 1).
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Tabela 5. Zmiany warto$ci pH fermentowanych wystodkow buraczanych bez udziatu szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz laktofermentowanych wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnousus lub Pediococcus acidilactici w odniesieniu do réznic miedzy grupami oraz czasem fermentacji, X + SD.

Szczep bakteryjny Dzien Warto$é p
Wyszczegolnienie i i SEM fon
ysreues Kontrola -actobacillus - Pediococcus | 1 2 3 5 6 Szczep _Dzien e rakcja
rhamnosus  acidilactici bakteryjny inkubacji
pH 5,164 4,328 4,53°¢ 5,467 522B> 408 461°4 4,00% 3,83 0,11 0,000 0,000 0,000
+1,01 +0,44 +0,54 +0,90 +0,74 0,38 +0,19 +0,18 =+0,22

A, B istotne przy p <0,01; a, b przy p < 0,05

7.00
6.50
6.00
5.50

A
A
B
5.00 ‘\%
@= 0=
B B

pH

4.50

4.00

3.50

3.00
Dzien 0 Dzien 1 Dzien 2 Dzien 3 Dzien 5 Dzien 6

Kontrola ~ ==@=Lactobacillus rhamnosus === Pediococcus acidilactici
Wykres 1. Przedstawienie liniowe] zalezno$ci zmian pH na przestrzeni czasu fermentacji w biomasie z wystodkow buraczanych bez
dodatku szczepdw bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkéw buraczanych z udziatem

Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici. A, B istotne przy p < 0,01.

43



5.1.2. Sklad chemiczny biomasy z laktofermentowanych wystodkéow buraczanych

W celu oznaczenia sktadu chemicznego sktadnikow pokarmowych przeprowadzono
analiz¢ weendenska. W fermentowanej biomasie bez dodatku mikroorganizméw (CTRL),
atakze w laktofermentowanych biomasach z wystodkow buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus (LR) lub Pediococcus acidilactici (PA) oznaczono zawarto$¢ suchej
masy (SM), biatka ogdlnego (BO), wtokna surowego (WS), popiotu surowego (PS), ttuszczu
surowego (TS), zwigzkow bezazotowych wyciggowych (BAW), wildkna neutralno-

detergentowego (NDF) oraz widkna kwasno- detergentowego (ADF).

Analizujac sktad chemiczny fermentowanych biomas z wystodkow buraczanych
W materiale $wiezym, zaobserwowano statystycznie istotne réznice W zawartosci WS i BO
pomigdzy grupg kontrolng, LR i PA (p < 0,01). Ponadto odnotowano wysoko istotny wzrost
zawartosci PS, NDF i ADF miedzy grupg z dodatkiem LR, a grupg kontrolng (p < 0,01). Nie
zaobserwowano roznic statystycznych w zawartosci SM, TS i BAW pomiedzy grupami.
W toku przeprowadzonych badan w odniesieniu do czasu trwania fermentacji stwierdzono
wysoko istotny wzrost sktadnikow pokarmowych we wszystkich grupach do$wiadczalnych
pomiedzy dniem poczatkowym (dzien 0) a ostatnim trwania fermentacji (dzien 6) (p < 0,01)
(tabela 6).

Analiza sktadu chemicznego laktofermentowanych wystodkow buraczanych w materiale
podsuszonym wykazata statystycznie istotny wzrost zawartosci BO i WS w grupie zawierajgce;j
szczepy bakterii probiotycznych LR i PA w poréwnaniu do grupy CTRL (p < 0,01). Z kolei
w przypadku zwigzkow bezazotowych wyciaggowych (BAW) zaobserwowano istotnie
statystycznie nizsze wartosci Srednie w grupach LR i PA w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Podobne tendencje wykazano w przypadku zawarto$ci frakcji wioknistych NDF i ADF miedzy
grupa PA, a grupa kontrolng (p <0,01). Nie odnotowano istotnych réznic w zawartosci PSi1 TS
pomiedzy grupami doswiadczalnymi. Stwierdzono takze statystycznie istotny wzrost
zawartosci sktadnikow pokarmowych pomigdzy dniem poczatkowym (dzien 0) a ostatnim
(dzien 6) trwania fermentacji (p <0,01) (tabela 7).
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Tabela 6. Sktad chemiczny fermentowanych wystodkow buraczanych bez udziatu szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz laktofermentowanych wystodkéw
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnousus lub Pediococcus acidilactici w odniesieniu do réznic migdzy grupami, a takze dniem fermentacji W materiale $§wiezym

(%), X = SD.

Wyszczegdlnienie

Sucha masa

‘Wlokno surowe

Bialko ogélne

Popiol surowy

Thuszcz surowy

Bezazotowe wyciggowe

NDF

ADF

A, B istotne przy p <0,01; a, b przy p < 0,05

Kontrola

9,45
+2,27
1,314
+0,19
1,001
+0,13
0,704
+0,08

0,03
+0,02

6,40
+1,98
4,457
+0,40
1,974
+0,28

Szczep bakteryjny

Lactobacillus
rhamnosus

9,86
+2,03
1,638
+0,17
1,268
+0,21
0,878°
+0,13

0,04
+0,01

6,07
+1,85
5,308
+0,69
2,278
+0,33

Pediococcus
acidolactici

10,11
+1,31
1,49¢
+0,14
1,14
+0,10
0,72%¢
+0,04
0,03
+0,01
6,69
+1,32
4,407
+0,52
1,967
+0,18

Czas porania

Dzien 1
8,697
+1,91
1,43~
+0,24
1,027
+0,13
0,714
+0,09
0,03#
+0,01
5,49
+1,81
4,35
+0,49
1,90*
+0,21

Dzien 6
10,928
+0,85
1,528
+0,19
1,258
+0,16
0,848
+1,00
0,048
+0,01
7,288
+1,01
5,098
+0,65
2,238
+0,28

SEM

0,31

0,04

0,03

0,02

0,00

0,29

0,11

0,05

Szczep
bakteryjny

0,560

0,020

0,000

0,000

0,280

0,600

0,000

0,000

Wartos¢ p

Dzien
fermentacji

0,000

0,000

0,000

0,000

0,010

0,000

0,000

0,000

Interakcje

0,240

0,00

0,240

0,010

0,000

0,430

0,730

0,360
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Tabela 7. Sklad chemiczny fermentowanych wystodkow buraczanych bez dodatku szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz laktofermentowanych wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnousus lub Pediococcus acidilactici w odniesieniu do réznic migdzy grupami, a takze dniem fermentacji w suchej masie (%),
x =+ SD.

Szczep bakteryjny Czas pobrania SEM Warto$é p
Wyszczegélnienie Kontrola Lactobacillus Pediococcus Dzien 1 Dzien 6 Szczep Dzien Interakcje
rhamnosus acidolactici bakteryjny fermentacji

14,7940 15,748 15,655 1601~ 1477 023 0,000 0,010 0,000

Wiékno surowe 10,81 11,83 1,24 1156 = +0,85
11,284 12,048 11,958 1143* 1209 0,09 0,000 0,000 0,140

Bialko ogélne 10,35 10,51 10,40 1038 +047
7,96 8,30 7,99 8,01 8,16 0,10 0,310 0,460 0,080

Popiél surowy 10,63 10,78 10,36 10,61 +064
0,35 0,36 0,31 0,31 0,37 0,02 0,470 0,110 0,000

Tluszez surowy 0,18 +0,10 +1,00 +0,13 0,14
65,62 63,568 64,118 64,24 64,62 0,25 0,000 0,250 0,000

Bezazotowe wyciagowe 1,44 +1,26 +1,04 +1,98 0,83
50,454 50,864 46,058 48,92 49,31 0,62 0,000 0,670 0,010

NDF 2,08 3,00 321 4,73 2,41
22,19 21,72 20,528 21,31 21,65 0,21 0,000 0,340 0,170

ADF 0,99 +1,32 0,03 +1,24 +1,33

A, B istotne przy p < 0,01; a, b przy p < 0,05
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5.1.3. Calkowita zawarto$¢ polifenoli oraz wlasciwos$ci antyoksydacyjne

Okreslenie catkowitej zawartosci polifenoli metoda Folina-Ciocalteu, a takze aktywno$¢é
przeciwutleniajgca mierzona, jako zdolno$¢ wychwytywania wolnych rodnikéw (DPPH
i ABTS) oraz zdolno$¢ redukcji zelaza (FRAP) przeprowadzono w fermentowanych
wystodkach buraczanych bez dodatku szczepow bakterii probiotycznych (CTRL) oraz
w laktofermentowanej biomasie z wystodkéow buraczanych <z udzialem Lactobacillus

rhamnosus (LR) lub Pediococcus acidilactici (PA).

Najwyzszg aktywno$¢ antyoksydacyjng DPPH wykazano w grupie kontrolnej (1,10
mMol TE/100g), przy czym odnotowano wysoko istotne réznice migdzy wszystkimi grupami
doswiadczalnymi (p < 0,01). W metodzie ABTS wysokie wtasciwosci przeciwutleniajace
zaobserwowano w biomasie z dodatkiem szczepu LR (1,024 mMol TE/100g), z kolei
statystycznie istotne réznice wystepowaly miedzy grupg CTRL, agrupami z dodatkiem
szczepOw Dbakterii probiotycznych LR 1PA (p < 0,01). Test mocy przeciwutleniajacej
redukujacej zelazo FRAP wykazal najwyzszy potencjal antyoksydacyjny w biomasie
z dodatkiem szczepu Pediococcus acidilactici (PA) (0,39 mMol TE/100g). Stwierdzono takze
statystycznie istotne roznice miedzy PA w porownaniu do CTRL i LR (p <0,01) (tabela 8).

Calkowita zawarto$¢ polifenoli byla statystycznie istotnie wyzsza w biomasach
z dodatkiem szczepow bakterii probiotycznych LR i PA (0,17 mg/100g) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (0,14 mg/100g) (p < 0,01). Ponadto zaobserwowano statystyczne istotne
réznice W czasie trwania fermentacji pomiedzy poszczegdlnymi dniami do$wiadczenia
w odniesieniu do aktywno$ci przeciwutleniajgcej metodami DPPH ABTS i FRAP oraz
calkowitej zawartosci polifenoli (p < 0,01) (p < 0,05). Wykazano réwniez wysoko istotne
interakcje migdzy szczepami bakteryjnymi w porownaniu do czasu fermentacji (p < 0,01)
(tabela 8).
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Tabela 8. Catkowita zawarto$¢ polifenoli [mg/100g] oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna (DPPH, FRAP i ABTS) [mMol TE/100g] w fermentowanej biomasie z wystodkow
buraczanych bez dodatku szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkow buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus
lub Pediococcus acidilactici, X + SD.

Szczep bakteryjny Dzien Wartos$¢ p
Wyszczegélnienie SEM

Kontrola {0 ot | ¢ Y 2 3 56 paktoryiny  inkupacjiTerakee

DPPH 1,104 1,06¢ 1,088 1,10%% 1,09%> 1,098  1,08° 1,07¢P¢ 1,07 0,003 0,000 0,000 0,000
+0,01 +0,023 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,02  +0,03 +0,02

ABTS 1,064 1,0248 1,038 1,064 1,05%8 1,047BC 103BC 1,028¢ 1,03¢ 0,003 0,000 0,000 0,000
+0,02 40,03 +0,02 +0,02 +0,02 +0,01 0,01 +0,03 40,03

FRAP 0,347 0,340% 0,398 0,33° 0,35°° 0,39°C 0,38B¢ 0,417  0,43* 0,007 0,000 0,000 0,000
+0,04 +0,06 +0,04 +0,04 +0,04 £0,02 +0,02 40,05 +0,05

Polifenole 0,147 0,178 0,178 0,15 0,15%¢ 0,16%¢ 0,16"® 0,174 0,174 0,003 0,000 0,000 0,030
+0,01 +0,02 +0,01 +0,02  +0,01 +0,01 +0,01 +0,02 +0,02

A, B istotne przy p <0,01; a, b przy p < 0,05
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Analizujgc zmiany w catkowitej zawartosci polifenoli w grupach doswiadczalnych,
biorgc pod uwagg czas trwania fermentacji (dni), zaobserwowano wzrastajacy udziat zwigzkow
polifenolowych w grupie CTRL rozpoczynajac od wartosci 0,13 mg/100g w dniu 0 osiggajac
maksymalny wynik w dniu 6 na poziomie 0,15 mg/100g. W grupie LR réwniez odnotowano
podobne tendencje, odpowiednio 0,14 mg/100g w dniu 0 do 0,18 mg/100g w ostatnim dniu
fermentacji, przy czym najwyzszy wynik uzyskano wdniu 5 fermentacji wynoszacy 0,20
mg/100g. W grupie PA wykazano tendencje wzrostowg wraz Z post¢pujgcym procesem
fermentacji od 0,17 mg/100g w dniu 0 do warto$ci maksymalnej 0,18 mg/100g w dniu 6.
Ponadto stwierdzono wysoko istotne réznice migdzy grupa CTRL aLR i PA wdniu 2 i6
trwania fermentacji (p < 0,01). W dniu 0 odnotowano wysoko istotne roznice migdzy CTRL
aPA (p <0,01), natomiast w dniu 1 i 5 zaobserwowano statystycznie istotne réznice mi¢dzy
CTRLaLR (p<0,01) (wykres 2).
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Wykres 2. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w fermentowanej biomasie z wystodkow buraczanych bez dodatku
szczepOw bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkéw buraczanych
z udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici w zaleznosci od dnia fermentacji biomasy
[mg/100g]. A, B istotne przy p<0,01.
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W metodzie DPPH w zalezno$ci od czasu fermentacji zaobserwowano liniowy spadek
aktywnosci przeciwutleniajacej we wszystkich grupach doswiadczalnych. W przypadku grupy
CTRL poczgtkowa wartos¢ wynosita 1,12 mMol TE/100g, natomiast w dniu 6 odnotowano
warto$¢ maksymalng na poziomie 1,09 mMol TE/100g. Podobne wyniki odnotowano w grupie
LR w dniu rozpoczynajacym laktofermentacje 1,09 mMol TE/100g do 1,04 mMol TE/100g
w dniu 6, analogicznie w grupie PA od 1,09 mMol TE/100g do 1,07 mMol TE/100g. Ponadto
wykazano wysoko istotne roznice W dniu 0 miedzy CTRL a LR (p < 0,01). Natomiast w dniu
3 oraz 5 trwania fermentacji odnotowano statystycznie istotne réznice migdzy grupg CTRL
aLR (p<0,01), z kolei w dniu 1, 2 oraz 6 migdzy wszystkimi grupami doswiadczalnymi (p <
0,01) (wykres 3).
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Wykres 3. Aktywno$¢ antyoksydacyjna fermentowanej biomasy z wystodkow buraczanych bez dodatku
szczepOw bakterii probiotycznych (kontrola) oraz laktofermentowanej biomasy z wystodkow buraczanych z
udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici oznaczana metoda DPPH w zaleznosci od

dnia fermentacji. A, B istotne przy p <0,01.
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W przypadku oceny aktywnosci przeciwutleniajacej metoda ABTS w odniesieniu do
czasu fermentacji, w grupie biomasy CTRL obserwuje si¢ niewielki spadek wlasciwosci
przeciwutleniajgcej rozpoczynajac od dnia poczatkowego na poziomie 1,08 mMol TE/100g
osiggajac wartosci 1,07 mMol TE/100g w dniu 6. Podobne tendencje wykazano w grupie LR,
od dnia 0 warto$¢ ABTS wynosita 1,06 mMol TE/100g, natomiast w ostatnim dniu odnotowano
warto$¢ na poziomie 1,00 mMol TE/100g. W grupie PA stwierdzono poczatkowy wzrost
aktywnos$ci antyoksydacyjnej od 1,03 mMol TE/100g w dniu 0, po czym w dniu ostatnim
trwania fermentacji wartos¢ wyniosta 1,02 mMol TE/100g. Pomiedzy grupami obserwuje si¢
wysoko istotne roznice migdzy grupg CTRL a PA (p <0,01) w dniu 0, w dniu 3 i 6 stwierdzono
wysoko istotne réznice migdzy CTRL a LR i PA (p < 0,01), natomiast w dniu 5. W dniu 1 i 2

nie wykazano roznic statystycznych (wykres 4).
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Wykres 4. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna fermentowanej biomasy z wystodkow buraczanych bez dodatku
szczepOw bakterii probiotycznych (kontrola) oraz laktofermentowanej biomasy z wystodkéw buraczanych z
udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici oznaczana metodg ABTS, w zaleznosci od

dnia fermentacji. A, B istotne przy p < 0,01.
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W metodzie zdolnosci redukcji zelaza metoda FRAP zaobserwowano wzrost wiasciwosci
przeciwutleniajacych, zarowno w grupie CTRL od 0,28 mMol TE/100g w dniu 0 do 0,37 mMol
TE/100g w dniu 6. Podobne stwierdzenia odnotowano w grupach LR w dniu rozpoczynajgcym
proces fermentacji na poziomie 0,33 mMol TE/100g do 0,47 mMol TE/100g w dniu ostatnim.
W grupie PA analogicznie 0,37 mMol TE/100g (dzien 0) i 0,44 mMol TE/100g (dzien 6).
Pomiegdzy grupami odnotowano statystycznie istotne réznice W dniu 0 migdzy CTRL a PA (p
<0,01), z kolei w dniu 5 migdzy CTRL a LR i PA (p <0,01). W dniu 1, 2, 3 i 6 nie wykazano

roznic statystycznych miedzy grupami doswiadczalnymi (wykres 5).
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Wykres 5. Aktywno$¢ antyoksydacyjna fermentowanej biomasy z wystodkow buraczanych bez dodatku
szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz laktofermentowanej biomasy z wystodkéw buraczanych z
udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici oznaczana metodg FRAP, w zalezno$ci od

dnia fermentacji. A, B istotne przy p <0,01.
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5.1.4. Analiza weglowodanéw niestrukturalnych (NSC)
5.1.4.1. Oznaczanie sacharozy

W celu oceny wplywu laktofermentacji na obnizenie cukréw prostych przeprowadzono
oznaczanie zawarto$ci sacharozy w fermentowanych wystodkach buraczanych bez dodatku
szczepOw bakterii probiotycznych (CTRL) oraz w laktofermentowanych wystodkach

buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus (LR) lub Pediococcus acidilactici (PA).

Analizujgc zmiany W zawartosci cukru prostego pomiedzy grupami do$wiadczalnymi
podczas catego procesu fermentacji, najnizsze wartosci uzyskano w grupie CTRL (3,35
mg/kg), nastepnie w grupie PA (7,06 mg/ g) i LR (8,84 mg/g) (p < 0,01). Ponadto $rednie
wartos$ci ukazujg liniowy spadek udziatu sacharozy wraz z postgpujacym procesem fermentacji
W odniesieniu do wszystkich grup doswiadczalnych, rozpoczynajac od wartosci na poziomie
8,39 mg/g do 3,64 mg/g w ostatnim dniu fermentacji (p <0,01). Zaobserwowano takze wysoko
istotne interakcje miedzy szczepem bakteryjnym a czasem fermentacji (dni) (p < 0,01) (tabela
9).

Zaobserwowano rowniez istotne rdznice statystyczne W zawartosci sacharozy pomigdzy
grupami doswiadczalnymi w zalezno$ci od dnia fermentacji. w grupie CTRL poczatkowa
zawarto$¢ sacharozy wynosita 10,6 mg/g wykazujac liniowa tendencje spadkowg i osiggajac
w dniu 2 (2,5 mg/g). Interesujacym jest fakt, ze od dnia 3 do konca fermentacji nie odnotowano
udziatu sacharozy w biomasie bez udziatu szczepow bakterii probiotycznych. W przypadku
laktofermentowanych biomas z dodatkiem szczepow bakterii probiotycznych obserwuje si¢
roéwnomierng redukcj¢ sacharozy dla LR 0 5,4 mg/g i PA 0 4,5 mg/g. Ponadto zaobserwowano
statystycznie istotne réznice W dniu 2 i 3 miedzy CTRL a LR i PA (p <0,01) natomiast w dniu
5 i 6 migdzy wszystkimi grupami doswiadczalnymi (p <0,01) (wykres 6).
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Tabela 9. Zawartos¢ sacharozy w fermentowanej biomasie z wystodkéw buraczanych bez dodatku szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej
biomasie z wystodkéw buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici (mg/100g), X + SD.

Szczep bakteryjny Dzien Wartos¢ p
Wysczegolnienie Kontrola Lactobacillus Pediococcus 0 1 2 3 6 SEM Szczep Dzien Interakcie
rhamnosus  acidilactici bakteryjny fermentacji ]
3,35% 8,848 7,08¢ 8,39 8,66% 7,05 561° 3,64° 3,64° 0,57 0,000 0,000 0,000
Sacharoza
+4,56 +2,76 +2,93 +2,48 +£1,59 +4,40 +427 +335 +£3,14
A, B, C — wartosci p istotne dla p < 0,01; a, b, ¢ w przypadku p < 0,05
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Wykres 6. Zmiany zawartosci sacharozy w fermentowanej biomasie z wystodkow buraczanych bez dodatku

szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkow buraczanych z

udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici w zalezno$ci od dnia fermentacji (mg/100g).
A, B istotne przy p <0,01.
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5.1.4.2. Profilowanie weglowodanow

W celu identyfikacji sacharydow powstatych podczas procesu fermentacji
przeprowadzono profilowanie weglowodanow w fermentowanych wystodkach buraczanych
bez dodatku szczepow bakterii probiotycznych (CTRL) oraz w laktofermentowanej biomasie
z wystodkow buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus (LR) lub Pediococcus
acidilactici (PA) w dniu rozpoczynajacym oraz ostatnim fermentacji.

W dniu ,,0” profil weglowodanowy byt zréznicowany pomigdzy grupami
doswiadczalnymi. W grupie CTRL odnotowano wysoki udzial sacharozy (98,2%), niewielki
udzial tagatozy (1,04%) oraz fruktozy (0,75%). W grupie laktofermentowanej biomasy
zudziatem LR obserwuje si¢ takze najwyzsza kumulacje sacharozy (91,6%), nastepnie
fruktozy (3,78%) oraz tagatozy (4,62%). W grupie biomasy z dodatkiem PA stwierdzono
rowniez najwyzsze nagromadzenie sacharozy (96,1%), nast¢pnie tagatozy (0,31%) i fruktozy
(0,24%). Interesujacym jest rowniez fakt pojawienia si¢ nowych weglowodanow m.in. glukozy
(2,64%), galaktozy (0,57%) oraz sorbitolu/ mannitolu (0,16%) (wykres 7).
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Wykres 7. Udziat ilosciowy i jakosciowy weglowodanéw w fermentowanej biomasie z wystodkow
buraczanych bez dodatku szczepdw bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie
z wystodkéw buraczanych z dodatkiem szczepéw Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactci w
dniu 0 fermentacji (%).
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W ostatnim dniu fermentacji obserwuje si¢ zmiany W koncentracji weglowodanow
w porownaniu do dnia poczatkowego. W grupie kontrolnej stwierdzono niewielki spadek
zawartosci sacharozy o 0,96%, atakze wzrost koncentracji fruktozy o 0,65% i tagatozy
0 0,35%. W grupie biomasy z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus sacharoza ulegta obnizeniu
az o 87,36%, podobnie fruktoza o 2,71% i tagatoza o 3,28%. Po 6- dniowej fermentacji
stwierdzono takze pojawienie si¢ W biomasie nowych weglowodanow, a mianowicie sorbitolu/
mannitolu (93,8%). Podobne wyniki uzyskano w grupie biomasy z dodatkiem Pediococcus
acidilactici, gdzie udziat sacharozy obnizyt si¢ o 91,68%, z kolei koncentracja fruktozy
| tagatozy i sorbitolu/ mannitolu wzrosta, odpowiednio 0 0,67% i 0,8% i 93,4%. W grupie tej

proces fermentacji spowodowat catkowitg redukcj¢ glukozy i galaktozy (wykres 8).
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Wykres 8. Udziat ilosciowy i jakosciowy weglowodandéw w fermentowanej biomasie z wystodkow
buraczanych bez dodatku szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie
z wystodkow buraczanych z dodatkiem szczepow Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactci w
6 dniu fermentacji (%).
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5.1.5. Koncentracja krétkotancuchowych kwaséw tluszczowych w biomasie z wystodkow

buraczanych

W celu okreslenia udziatu krotkotancuchowych kwasow tluszczowych (KKT),
przeprowadzono analiz¢ HPLC w fermentowanych wystodkach buraczanych bez dodatku
szczepéw Dbakterii probiotycznych (CTRL) oraz w laktofermentowanych wystodkach
buraczanych z udzialem Lactobacillus rhamnosus (LR) lub Pediococcus acidilactici (PA).
W analizie stwierdzono obecnos¢ kwasu octowego, kwasu propionowego, kwasu mastowego

oraz kwasu mlekowego.

Pomiedzy poszczegdlnymi grupami do$wiadczalnymi na przestrzeni czasu trwania
doswiadczenia Wwykazano wysoko istotne roznice W zawarto$ci kwasu octowego oraz
mlekowego (p < 0,01). W analizie koncentracji kwasu mastowego statystycznie istotne roznice
stwierdzono miedzy grupa kontrolng i Pediococcus acidilactici a grupa z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus, w ktorej to odnotowano najwyzsza koncentracje obydwu kwasow
organicznych (p < 0,01). Z kolei w zawartosci kwasu propionowego zaobserwowano wysoko
istotne réznice miedzy grupg kontrolng i grupg z dodatkiem LR w poroéwnaniu do grupy
z dodatkiem PA, przy czym szczep ten charakteryzowat si¢ najwyzszg zdolno$cig produkcji
kwasu propionowego w czasie fermentacji biomasy z wystodkow buraczanych (p < 0,01).
Analizujac czas trwania fermentacji we wszystkich grupach do§wiadczalnych (od 0 — 6 dnia)
zaobserwowano statystycznie istotny wzrost kwasu octowego, mlekowego i propionowego (p

<0,01) oraz statystycznie istotny spadek kwasu mastowego (p < 0,01) (tabela 10).
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Tabela 10. Zawarto$¢ kwasow organicznych w fermentowanej biomasie z wystodkéw buraczanych bez dodatku szczepéw bakterii probiotycznych (kontrola)
oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkow buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pedoiococcus acidilactici (%), X + SD.

Szczep bakteryjny Dzien Warto$¢ p
Wyszczegblnienie ] ) SEM .
Kontrola Lactobacillus Pec?pcocgu_s 0 1 5 3 5 6 Szcze_p Dzien _ Interakcje
rhamnosus acidilactici bakteryjny  fermentacji
Kwas
octowy 17,024 41,268 31,03¢ 17,804 27,258 32,23¢ 32,17¢ 33,50° 35,68 | 1,65 0,000 0,000 0,000
+3,89 +8,02 18,11 +6,02 =11,7 +13,6 +12,1 +10,9 +10,7
Kwas
mastowy 0,08 1,068 0,144 0,44~ 0,44® 0,62 0,428¢ 0,28 0,388 | 0,08 0,000 0,000 0,000
+0,19 +0,51 +0,24 +0,33 +0,67 +0,94 +0,64 +0,43 +0,14
Kwas
mlekowy 0,00 6,465 3,46¢ 0,000 0,000 0,000 0,00* 3,97% 15,87°| 1,08 0,000 0,000 0,000
0,00 +10,79 +7,52 0,00 0,00 0,00 0,00 +4,97  £12,6
Kwas
propionowy 0,007 0,39%¢ 2,218 0,000 0,000 043* 0,347 0,004  4,42® | 0,42 0,000 0,000 0,000
0,00 +0,60 +5,13 0,00 0,00 +0,70 +0,52 0,00 +6,71

A, B istotne przy p <0,01; a, b przy p < 0,05
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Analizujac zawarto$¢ kwasu octowego W poszczegélnych dniach trwania fermentacji,
w przypadku CTRL warto$¢ poczatkowa ksztaltowala si¢ na poziomie 11,1% I osiggneta udziat
maksymalny w dniu 6 (22,4%). W grupie z dodatkiem LR zawarto$¢ kwasu octowego byta
rowna 24,9%, przy czym najwyzsza warto$¢ odnotowano W dniu 2 na poziomie 47,8%,
w grupie PA wdniu 0 zawarto$¢ kwasu octowego wynosita 17,3% 1 wzrastala liniowo
osiggajagc maksymalny wynik wdniu 6 fermentacji na poziomie 38,7%. Ponadto
zaobserwowana statystycznie istotne roéznice migdzy grupami doswiadczalnymi tj. LR, PA
i CTRL (p < 0,01), z kolei wdniu 3, 5 i6 stwierdzono statystycznie istotny wzrost kwasu
octowego miedzy CTRL a LR i PA (p <0,01) (wykres 9).
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Wykres 9. Koncentracja kwasu octowego w fermentowanej biomasie z wystodkow buraczanych bez dodatku
szczepow bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkow buraczanych
z udzialem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici, pole pod wykresem krzywej (%). A, B
istotne przy p < 0,01.

Kolejnym analizowanym zwigzkiem byt kwas mlekowy. W poczatkowych dniach, tj. od
dnia 0 do 3 nie zaobserwowano pojawienia si¢ kwasu mlekowego w fermentowanych
biomasach, zarowno w CTRL jak i LR i PA. W dniu 5 odnotowano wzrost udziatu kwasu
mlekowego w grupie LR na poziomie 10,5%, osiggajac wartos¢ 28,2% w ostatnim dniu
fermentacji. Podobne tendencje uzyskano takze w grupie PA, w dniu 5 wartos¢ ta ksztattowata
si¢ na poziomie 1,38%, z kolei w dni 6 trwania fermentacji warto$§¢ wynosita 19,4% kwasu
mlekowego. Ponadto zaobserwowano statystycznie istotny wzrost kwasu mlekowego w grupie
LR i PA w poréwnaniu d CTRL (p <0,01) (wykres 10).
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Wykres 10. Koncentracja kwasu mlekowego w fermentowanej biomasie z wystodkow buraczanych bez
dodatku szczepdéw bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkoéw
buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici, pole pod wykresem krzywej
(%) A, B istotne przy p <0,01.

W odniesieniu do kwasu mastowego obserwuje si¢ nieznaczny wzrost udziatu zwigzku
organicznego w kazdej grupie doswiadczalnej na przestrzeni trwania fermentacji. W grupie
CTRL nie odnotowano udziatu kwasu mastowego do dnia 5 (0,00%), z kolei w ostatnim dniu
fermentacji wykazano nieznaczny wzrost na poziomie 0,50%. W grupie z dodatkiem LR
zawarto$¢ kwasu mastowego bylta zrdéznicowana, rozpoczynajac od 0,68% w dniu 0, osiggajac
maksymalny wynik w dniu 2 na poziomie 1,86%, po czym obserwuje si¢ tendencje spadkowa
do dnia 6, gdzie koncowa wartos¢ wynosita 0,56%. W przypadku grupy PA stwierdzono
pojawienie si¢ kwasu mastowego w dniu 0 na poziomie 0,63%, nastgpnie przez kolejne dni nie
zaobserwowano kwasu mastowego, natomiast wzrost nastgpit w ostatnim dniu fermentacji na
poziomie 0,22%. Ponadto obserwuje si¢ statystycznie wysoko istotne roznice W dniu 0 miedzy
CTRL aLR i PA (p < 0,01), nastepnie wdniu 1, 2, 3 i 5 wykazano wysoko istotne rdznice
miedzy LR aCTRL i PA (p < 0,01). Zkolei w ostatnim dniu fermentacji zaobserwowano

statystyczne istotny wzrost kwasu mastowego migdzy PA a CTRL i LR (p <0,01) (wykres 11).
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Wykres 11. Koncentracja kwasu mastowego w fermentowanej biomasie z wystodkéw buraczanych bez
dodatku szczepdéw bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkow
buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici, pole pod wykresem krzywej
(%). A, B istotne przy p < 0,01.

Podczas procesu fermentacji zaobserwowano takze niewielki udzial kwasu
propionowego w grupie LR i PA, z kolei w grupie CTRL nie odnotowano obecno$ci kwasu
propionowego przez caly okres trwania fermentacji. W przypadku LR wykazano wzrost
kawasu propionowego w dniu 2 na poziomie 1,30%, po czym wartos¢ ta spadta do 1,02%
w dniu 3 1 w nastepnych dniach az do zakonczenia fermentacji zaobserwowano zahamowanie
produkcji tego kwasu organicznego. Z kolei w grupie PA odnotowano pojawienie si¢ kwasu
propionowego w ostatnim dniu fermentacji na poziomie 13,3%. Odnotowano wysoko istotne
roznice migdzy LR a PA (p <0,01) (wykres 12).
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Wykres 12. Koncentracja kwasu propionowego w fermentowanej biomasie z wystodkéw buraczanych bez
dodatku szczepOw bakterii probiotycznych (kontrola) oraz w laktofermentowanej biomasie z wystodkow
buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus lub Pediococcus acidilactici, pole pod wykresem krzywej
(%). A, B istotne przy p < 0,01.
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5.2. Badania molekularne i cytobiologiczne komoérek ASC z dodatkiem ekstraktow

z wyslodkow buraczanych
5.2.1. Test zywotnoS$ci komoérek

W celu okres$lenia, a takze wyboru korzystnego stezenia fermentowanych ekstraktow
z wystodkow  buraczanych  z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR), atakze
fermentowanych ekstraktow bez udzialu mikroorganizmoéw probiotycznych (CTRL’) do
dalszych badan, przeprowadzono analize cytotoksycznosci (TOX8 Assay). Do analiz
molekularnych zostaly wybrane ekstrakty z biomas pobranych przed dodaniem szczepu
bakterii probiotycznych (LR CTRL) oraz pobrane w dniu 0 (LR0O’), pierwszym (LR1”), drugim
(LR2’), trzecim (LR3’) oraz széstym (LR6’). W wigkszos$ci przypadkow zaobserwowano, ze
wyzsze stezenia ekstraktow na poziomie 750 — 1000 ng/mL wykazuja dziatanie cytotoksyczne
na komorki ASC pobrane od koni (odnotowano spadek absorbancji), w poréwnaniu do stezenia
podczas hodowania komorek w medium kontrolnym (0 ng/ mL). Z kolei stezenia na poziomie
125 — 500 ng/mL wykazuja wzrost absorbancji, co §wiadczy o tym, ze st¢zenia te nie dzialaja
cytotoksyczne na komoérki ASC. Do dalszych badan postanowiono przeprowadzié
doswiadczenie na komorkach dziatajac stezeniem ekstraktow z laktofermentowanych

wystodkow buraczanych na poziomie 500 ng/mL (wykres 13).
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Wykres 13. Ocena cytotoksycznos$ci ekstraktow wystodkow buraczanych w ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem
szczepow bakterii probiotycznych (LR CTRL) (A), a takze laktofermentowanych ekstraktow z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus pobranych w dniach 0 (LR 0”) (B), pierwszym (LR 1) (C), drugim (LR2’) (D), trzecim (LR3”) (E) oraz szdstym
(LR6’) (F). Gwiazdka (*) odnosi si¢ do porownania grup traktowanych ekstraktami z Lactobacillus rhamnosus do medium
kontrolnego (0 ng/ ml), * p <0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.
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W drugiej grupie doswiadczalnej, gdzie zastosowano fermentowane wystodki buraczane
bez udziatu szczepu Lactobacillus rhamnosus wybrano biomasy pobrane w dniach 0 (CTRL
0’), trzecim (CTRL 3’) oraz szostym (CTRL 6’), gdyz po wstepnych badaniach nie
zaobserwowano szczegolnych zmian po zastosowaniu ekstraktow pobranych w dniach 1, 2 oraz
5. W tescie zywotnosci odnotowano takze, ze st¢zenia na poziomie 750 — 1000 ng/mL wykazuja
dziatanie cytotoksyczne na komoérki ASC. Natomiast w przypadku stezenia na poziomie 500

ng/mL odnotowano wzrost absorbancji, w zwigzku z tym roéwniez wybrano to stezenie do

dalszych badan (wykres 14).
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Wykres 14. Ocena cytotoksyczno$ci fermentowanych ekstraktow z wystodkow buraczanych bez dodatku szczepu
Lactobacillus rhamnosus pobranych w dniu 0 (CTRL 0’) (A), oraz w dniach trzecim (CTRL 3°) (B) i sz6stym (CTRL 6”)
(C) trwania fermentacji. Gwiazdka (*) odnosi si¢ do porownania grup traktowanych ekstraktami do medium kontrolnego

(0 ng/ ml), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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5.2.2. Ekstrakty z LR promujg proliferacje progenitorowych komorek ASC
5.2.2.1. Test migracji komorek ASC

W celu zbadania aktywno$ci migracyjnej komorek ASC w obecno$ci fermentowanych
ekstraktow z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR)
przeprowadzono test ekspansji. Aktywno$¢ migracyjng komoérek ASC traktowanych
tunikamycyna i/lub ekstraktami z Lactobacillus rhamnosus oceniano po 12 oraz 24 godzinach
inkubacji. Zaobserwowano, ze po traktowaniu komorek ASC tunikamycyng (TUN) nastapito
zahamowanie migracji komorek w porownaniu do komoérek hodowanych w medium petnym
(CTRL). Z kolei w grupach doswiadczalnych z udziatem LR mozna zaobserwowaé wyrazny
wzrost aktywnosci komorek ASC odpowiednio po 12 jak ipo 24 godzinach hodowli.
W ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem mikroorganizméw (LR CTRL+T), a takze pobranym
wdniu 0 (LRO’+T) ipierwszym (LR1’+T) obserwuje si¢ wysoko istotne rdznice po 24
godzinach inkubacji w porownaniu do komorek traktowanych tunikamycyng (p< 0,001)
(wykres 15) (rycina 1). Laktofermentowane ekstrakty (LR) pobrane w dniach drugim
(LR2’+T), trzecim (LR3’+T) oraz szostym (LR6’+T) rowniez powodowaty wzrost aktywnosci
migracyjnej komorek ASC w poréwnaniu do TUN, zaréwno po 12 jak i 24 godzinach hodowli
(p <0,001), przy czym ekstrakt pobrany w dniu 3 (LR3’+T) wykazywal najwyzsza zdolno$¢
migracyjng komorek ASC (wykres 16) (rycina 2).
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Wykres 15. Tempo migracji komoérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng oraz
inkubowanych z ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z udziatlem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniu 0
(LRO’+T) i 1 (LR1’+T). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium
petnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup dos§wiadczalnych do tunikamycyny. */# dlap < 0,05, **/## dla
p < 0,01, ***/### dlap < 0,001.
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Rycina 1. Przedstawienie graficzne tempa migracji komorek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyna (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w

dniu 0 (LRO’+ T) i 1 (LR1’+T). Czarne pionowe linie ukazuja brzeg blizny, podczas gdy strzatki pokazuja zbieg blizny.

65



100 — &.

80—
60—
40—
20 =

15 —

Migracja komorek [%)]

10—

5 -

[

Oh 12h 24h Oh

12h 24h

Scratch Test

Oh 12h 24h

Czas

Oh 12h 24h

BI000

Oh 12h 24h

Wykres 16. Tempo migracji komérek ASC hodowanych w medium petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng oraz
inkubowanych z ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkoéw buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniu
2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR6’+T). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny
(TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */#
dlap < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/## dlap < 0,001.
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Rycina 2. Przedstawienie graficzne tempa migracji komorek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyng (TUN) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR) pobranymi w dniu w dniu 2 (LR2°+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR6’+T). Czarne pionowe linie ukazuja brzeg

blizny, podczas gdy strzatki pokazuja zbieg blizny.
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5.2.2.2. Test klonogenny

Zdolno$¢ komoérek do tworzenia kolonii przeprowadzono przy pomocy testu
klonogennego prekursora fibroblastow (CFU-F). Traktowanie komorek ASC tunikamycyng
wplyneto na zahamowanie tworzenia kolonii W poréwnaniu do medium pelnego (CTRL).
Najwickszg liczbe kolonii komérek ASC wykazano w hodowli z ekstraktem z Lactobacillus
rhamnosus (LR) pobranym w dniu drugim fermentacji (LR2’+T) w poréwnaniu do komodrek
traktowanych tunikamycyng (TUN). Nieznacznie nizszg liczb¢ kolonii obserwowano takze po
zastosowaniu ekstraktu pobranego w dniu trzecim fermentacji (LR3’+T), cho¢ wyniki nie
roznity si¢ istotnie statystycznie wzglgdem siebie (p < 0,001). Powyzsze obserwacje zostaty

przedstawiane jako$ciowo na zdjeciach (rycina 3 i 4) oraz iloSciowo na wykresie (wykres 17).
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Rycina 4. Wizualizacja CFU-F wybarwionych pararozaniling w komérkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyna (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR
CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus (LR)
pobranymi w dniu 0 (LRO’+T) oraz 1 (LR1’+T).
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Rycina 3. Wizualizacja CFU-F wybarw1onych pararozaniling w komorkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyna (TUN) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniu 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR6’+T).
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Wykres 17. Test CFU-F przedstawiajacy ilo$¢ kolonii sktadajacych si¢ z wigcej niz 50 komorek ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), ekstraktem kontrolnym przed
dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus pobranych w poszczegolnych dniach trwania fermentacji. Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium (CTRL) oraz * w
przypadku poréwnywania grup do§wiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/###
dla p <0,001.

5.2.2.3. Czas podwojenia populacji (PDT)

W celu okreslenia czasu podwojenia populacji przeprowadzono test PDT. Ze wzgledu
na wysoka $miertelno$¢ oraz brak proliferacji komorek traktowanych tunikamycyna, grupa ta
nie byta brana pod uwage w tescie PDT. Zaobserwowano natomiast, ze komorki hodowane
w medium pelnym (CTRL) podwoily swoja populacje juz po 20 godzinach, z kolei komoérki
traktowane ekstraktem przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL+T) oraz
fermentowanymi ekstraktami z Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniu 0 (CTRLO’+T)
I pierwszym (LR1’+T) potrzebowaty prawie 60 godzin na podwojenie swojej populacji.
W zastosowanych ekstraktach pobranych w dniu drugim (LR2’+T) oraz szostym (LR6’+T)
podwojenie populacji nastapito po okoto 40 godzinach. Natomiast w ekstrakcie pobranym
W dniu trzecim (LR3’+T), komoérki podwoity swoja populacje po okoto 30 godzinach, co
powoduje, ze ekstrakt ten przywraca ich zdolno$ci proliferacyjne na poziomie zblizonym do

grupy kontrolnej (wykres 18).
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Wykres 18. Test PDT przedstawiajacy czas podwojenia populacji w komorkach ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), oraz traktowanych ekstraktem przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR
CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus pobranymi w poszczegdlnych dniach trwania fermentacji. Dane statystycznie istotne dla # w
przypadku poréwnania grup eksperymentalnych do medium (CTRL). # dla p < 0,05, ## dlap < 0,01, ### dla
p<0,001.

5.2.2.4. Barwienie immunofluorescencyjne dla markerow proliferacji

W celu okreslenia wewnatrzkomoérkowej ekspresji markera Ki-67, ktory jest zwigzany
z proliferacja komorek, przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne. Traktowanie
komoérek ASC tunikamycyng (TUN) spowodowalo spadek ekspresji markera Ki-67
w porownaniu do hodowli komorek w medium pelnym (CTRL), 0o czym $wiadczy brak
czerwonego sygnatu. Z kolei w grupach doswiadczalnych z LR zaobserwowano wyrazny
wzrost ekspresji markera Ki-67 w komorkach ASC traktowanych fermentowanym ekstraktem
z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus pobranym w dniu drugim (LR2’+T) oraz trzecim
(LR3’+T) procesu fermentacji W porownaniu do komorek ASC traktowanych tunikamycyna,

co potwierdza wplyw tych ekstraktow na szybsze tempo proliferacji ASC (rycina 5, rycina 6).
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Rycina 5. Reprezentatywne obrazy barwienia immunofluorescencyjnego dla marekra Ki-67 (czerwony) i jader
(niebieski) w komoérkach hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranych w dniach 0 (LR0O’+T) oraz 1 (LR1°+T).
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Rycina 6. Reprezentatywne obrazy barwienia immunofluorescencyjnego dla marekra Ki-67 (czerwony) i jader
(niebieski) w komorkach hodowanych z medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN) oraz
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych udziatem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniach
2 (LR2°+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR6’+T).
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5.2.3. Wplyw ekstraktu z udzialem Lactobacillus rhamnosus na morfologi¢ komorki

Zmiany morfologii oraz ultrastruktury komoérek ASC obserwowano za pomoca
mikroskopii konfokalnej. Traktowanie komodrek ASC tunikamycyng (TUN) spowodowato
zmniejszenie wielkosci jader komorkowych, a takze zredukowanie widkien aktynowych. Po
zastosowaniu laktofermentowanych ekstraktow z wystodkéw buraczanych 2z udziatem
Lactobacillus rhamnosus (LR) zaobserwowano, ze zblizong morfologi¢ W poréwnaniu do
medium pelnego wykazywat glownie ekstrakt pobrany w dniu trzecim (LR3’+T) trwania
fermentacji. Swiadczy o tym réwniez rozwinigty cytoszkielet jak i sie¢ mitochondrialna oraz
ksztatt jader iich centralne rozmieszczenie w komorce po zastosowaniu tego ekstraktu.
Natomiast ekstrakt kontrolny przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL’+T) oraz
fermentowane ekstrakty pobrane w dniu pierwszym (LR1’+T), drugim (LR2’+T) oraz szostym
(LR6°+T) wykazywaly wiekszg $rednice jader komorkowych i ich rozproszone rozmieszczenie
W komoérce W poréwnaniu do komoérek hodowanych w medium pelnym (CTRL). Ponadto
powigkszone jadra moga by¢ biomarkerami starzenia si¢ komodrek. Dodatkowo siec¢

mitochondrialna byta zlokalizowana wokot jader (rycina 7, rycina 8).
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Rycina 7. Reprezentatywne fotografie przedstawiajace morfologie komorek ASC: jader komorkowych (DAPI)
(niebieski), cytoszkieletu aktynowego (falloidyna) (zielony), mitochondriow (MitoRed) (czerwony) hodowanych w
medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu
probiotycznego (CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniu 0 (LRO’+T) oraz 1 (LR1°+T).
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Rycina 8. Reprezentatywne fotografie przedstawiajagce morfologie komérek ASC: jader komorkowych (DAPI)
(niebieski), cytoszkieletu aktynowego (falloidyna) (zielony), mitochondriéw (MitoRed) (czerwony) hodowanych w
medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniach 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR6’+T).
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5.2.4. Ekspresja mikroRNA zwigzanych z proliferacja komorek

W celu oceny wzglednej ekspresji mikroRNA (miR) zwigzanych z tempem proliferacji
komorek przeprowadzono test z zastosowaniem QRT-PCR w komoérkach hodowanych
w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), atakze ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T),
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych bez udziatu

szczepu probiotycznego (CTRL’).

W obu grupach doswiadczalnych tunikamycyna spowodowata wzrost ekspresji miR- 101
w porownywaniu do medium petlnego (CTRL). W przypadku ekstraktow z udzialem
Lactobacillus rhamnosus wykazano spadek ekspresji miR- 101 w komoérkach ASC
traktowanych kazdym z poszczeg6lnych ekstraktow tj. kontrolnym przed dodaniem szczepow
probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz w ekstraktach fermentowanych z LR pobranymi w dniu 0
(LRO’+T), a takze pierwszym (LR1’+T), drugim (LR2’+T), trzecim (LR3’+T) oraz szostym
(LR6’+T) w poréwnaniu do TUN (p< ,001) (wykres 19A). Zkolei ASC traktowane
ekstraktami bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych wykazywato nadekspresje miR- 101,
zar6wno W ekstrakcie pobranym w dniu 0 (EX0°+T) oraz w dniach trzecim (EX3’+T) jak
i szostym (EX6’+T) (p < 0,001) w porownaniu do TUN (wykres 19 B).
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Wykres 19. Wzgledna ekspresja miR - 101 zwigzana z tempem proliferacji w komorkach ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze miR-101 dla komoérek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z
wystodkow buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w
przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup
doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/#### dlap < 0,001.
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Analizujac kolejne MikroRNA zwigzane z proliferacja komorek, zaobserwowano wzrost
ekspresji miR-17 w komoérkach ASC traktowanych TUN w poréwnaniu do hodowli komorek
w medium pelnym dla obu grup eksperymentalnych. W grupie z dodatkiem LR odnotowano
spadek ekspresji miR-17 w komoérkach, po zastosowaniu kazdego z poszczegdlnych
ekstraktow tj. w ekstrakcie kontrolnych przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL
+T), pobranym w dniu 0 (LRO’+T), a takze pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2’+T), trzecim
(LR3’+T) oraz széstym (LR6’+T) w porownaniu do tunikamycyny (p < 0,01) (wykres 20A).
W grupie ekstraktow bez udziatu szczepu LR pobranym wdniu 0 (EXO0’+T) nie
zaobserwowano roznic statystycznych. Z kolei w ekstraktach pobranych w dniach trzecim
(EX3’+T) oraz szostym (LR6°+T) wykazano wzrost ekspresji miR-17 w komoérkach ASC
w porownaniu do TUN (p < 0,01) (wykres 20B).
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Wykres 20. Wzgledna ekspresja miR- 17 zwigzanych z tempem proliferacji w komorkach ASC hodowanych w medium
petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze miR-17 dla komorek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL') (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

5.2.5 Zmiany w ekspresji genéw zwiazanych z apoptoza

5.2.5.1. Zmiany ekspresji genow metoda RT- gPCR

Apoptoza, czyli zaprogramowana $mieré¢ komorki stanowi podstawowy mechanizm
wptywajacy na homeostazg tkanek ssakow. W celu okreslenia ekspresji genow zwigzanych
Z apoptozg przeprowadzono test RT- gPCR dla p53, p21, BAX, BCL2, BAD oraz kaspazy- 3
(Casp-3) i kaspazy- 9 (Casp-9) dla komoérek ASC hodowanych w medium petnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii

probiotycznych (LR CTRL+T’) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych
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z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) i fermentowanymi ekstraktami z wystodkoéw
buraczanych bez udziatu szczepu Lactobacillus rhamnosus (CTRL”).

Zaobserwowano znaczacy wzrost ekspresji genu p53 po zastosowaniu TUN na komorki
ASC w poréwnaniu do medium pelnego (CTRL) wobu grupach doswiadczalnych.
Potraktowanie komorek badanymi zwigzkami tj. kontrolnymi przed dodaniem szczepu LR (LR
CTRL + T) oraz pobranym w dniu O (LR 0' + T) nie wptyn¢to na zmiane poziomu ekspresji
p53 w ASC. Z kolei zwiazki pobrane w dniu pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2’+T) (p<
0,001) oraz trzecim (LR3’+T) (p < 0,01) fermentacji doprowadzily do zredukowania ekspresji
pro-apoptotycznego genu, w poréwnaniu do TUN. Odwrotne zjawisko, czyli nadekspresje genu
p53 zanotowano podczas zastosowania zwigzku pobranego W dniu széstym (LR6’+T)
fermentacji (p < 0,001) (wykres 21A). W celu potwierdzenia wlasciwos$ci antyapoptotycznych
fermentowanych ekstraktow z wystodkow buraczanych, zbadano rowniez wptyw ekstraktu bez
obecnosci szczepu LR. W tym przypadku zastosowanie ekstraktow pobranych w dniach
trzecim (EX’3+T) oraz szostym (EX’6+T) nie wplyngto na zmiang ekspresji genu p53.
Natomiast zaobserwowano wzrost ekspresji pro-apoptycznego biatka p53 w ekstrakcie
pobranym w dniu 0 (EX’0 +T) w poréwnaniu do TUN (p < 0,001) (wykres 21B)
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Wykres 21. Wzgledna ekspresja genu p53 w komorkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja pS3 dla komorek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR)(A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw
buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku
poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup do§wiadczalnych
do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap < 0,001.
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Wykazano takze wzrost ekspresji pro- apoptotycznego genu p21 w komorkach ASC po
zastosowaniu  TUN w poréwnaniu do medium pelnego (CTRL) dla obu grup
eksperymentalnych. Zastosowanie fermentowanego ekstraktu z dodatkiem LR pobranego
w dniu 0 (LR’0 +T) oraz W dniu szostym (LR6’ +T) nie wptyneto na zmiane ekspresji genu
p21 w ASC. Zaobserwowano spadek ekspresji genu p2l po traktowaniu komoérek ASC
ekstraktami z LR pobranymi w dniu pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2’+T) oraz trzecim
(LR’3+T) trwania fermentacji (p< 0,001) w poréwnaniu do TUN. Z kolei ekstrakt przed
dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’ +T), jako jedyny spowodowat wzrost
ekspresji genu p21 w poréwnaniu do TUN (p < 0,05) (wykres 22A). W grupie doswiadczalnej
bez dodatku szczepu LR (CTRL’) ekstrakt pobrany w dniu 6 (EX’6 +T) nie wptynal na zmiang
ekspresji genu p21 w ASC. Natomiast wykazano obnizenie ekspresji genu p21 po zastosowaniu
ekstraktu pobranego wdniu 0 (EX0® +T) wporéwnaniu do TUN (p< 0,001).
W przeciwienstwie do tego, traktowanie komorek ASC ekstraktem pobranym w dniu 3 (EX3’
+T) spowodowato obnizenie ekspresji genu p21 (p< 0,01) w poréwnaniu do TUN (wykres
22B).

9
p21-LR p21 -CTRL
. 5 *rk
N3 * - ==
" [— ] 4+
g 4 e e il
s g s o — T
= 4 3
] 3 L]
© g * %
; 2 z 21
I _@ o 2 @
0
0= T T T ' v !
g > A A A
c.}qy «\)‘\ Vx& Gx& &x& ’tx& "Sx« Gx« 0&% N _‘_’6,‘ .‘:5" +G"
X
Q-O« F $F §F &8 < < <
A%

Wykres 22. Wzgledna ekspresja genu p21 w komérkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyna (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja p21 dla komorek ASC traktowanych ekstraktem
przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRLAT) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych
bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania
tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup do$wiadczalnych do
tunikamycyny. */# dlap < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

W badaniu oceniajacym wplyw laktofermentowanych wystodkoéw na pro- apoptotyczny
gen BAX traktowanie komoérek ASC tunikamycyng spowodowato wzrost ekspresji mRNA
BAX w poréwnaniu do medium pelnego (CTRL) w obu grupach, zaréwno LR i CTRL’ .

W grupie doswiadczalnej ekstraktow z dodatkiem LR zastosowanie ekstraktu przed dodaniem
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szczepu bakterii probiotycznych (LR’CTRL+ T) oraz pobranym wdniu 0 (LR’0+T)
spowodowato obnizenie ekspresji genu BAX, odpowiednio (p <0,01), (p <0,05) w poréwnaniu
do TUN. Podobne obserwacje odnotowano w przypadku zastosowania ekstraktow pobranych
W dniach pierwszym (LR1’+T), drugim (LR2’+T), trzecim (LR3’+T) (p< 0,001), atakze
sz6stym (LR6°+T) trwania fermentacji (p < 0,01) (wykres 23A). W grupie bez udziatu szczepu
LR (CTRL’) traktowanie komoérek ASC ekstraktem pobranym wdniu 0 (EX0’+T)
spowodowato dwukrotny wzrost ekspresji MRNA BAX w porownaniu do TUN (p < 0,01). Po
zastosowaniu ekstraktow pobranych w dniach trzecim (EX3’+T) oraz szostym (EX6’+T)

odnotowano istotny spadek ekspresji pro-apoptotycznego genu BAX (p <0,01) (Wykres 23B).
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Wykres 23. Histogramy przedstawiajgce ekspresje genu BAX w komorkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyna (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja BAX dla komorek ASC traktowanych
ekstraktem przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i fermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz ekstraktami bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych
(CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL)
oraz * w przypadku poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/###
dlap <0,001.

BAD, kolejne biatko nalezace do rodziny biatek BCL-2, ktory jest rowniez inicjatorem
apoptozy w komorkach. Tunikamycyna spowodowata wyrazny wzrost ekspresji BAD w obu
grupach doswiadczalnych w porownaniu do medium petnego (CTRL). W grupie LR ekstrakty
pobrane w dniu 0 (LR’0 +T) oraz pierwszym (LR1°+T) i széstym (LR6’+T) nie wptyne¢ty na
zmiang ekspresji BAD w ASC. Z kolei obserwuje si¢ obnizenie ekspresji genu BAD w ASC po
zastosowaniu ekstraktu kontrolnego (LR CTRL+T) oraz pobranych w dniach drugim (LR2’+T)
(p<0,05) i trzecim (LR3’+T) (p < 0,01) w porownaniu do TUN (wykres 24A). W grupie bez
udziatu LR (CTRL’) nastapit istotny wzrost ekspresji genu BAD po wprowadzeniu na ASC
ekstraktow pobranych W dniu trzecim (EX3’+T) oraz széstym (EX6°+T), odpowiednio (p <
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0,001), (p< 0,01). W ekstrakcie pobranym w dniu 0 (EX’0 +T) zaobserwowano natomiast
obnizenie ekspresji genu BAD (p < 0,01) w poréwnaniu do TUN (wykres 24B).

A B
BAD - LR BAD - CTRL

6 124 ***

»—c

.

##

4
|—<
24 Igl
0- o4

T
S

Relatywna ekspresja
Relatywna ekspresja

& S S s & &
@e‘* F F ¢ & «;* «:*
N

Wykres 24. Histogramy przedstawiajace ekspresj¢ genu BAD w komorkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL)
i traktowanych tunikamycyna (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja BAD dla komoérek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

Biatka BCL2 maja wlasciwosci antyapoptotyczne, w zwigzku ztym zapobiegaja
apoptozie komorek w organizmie. Traktowanie komérek ASC tunikamycyng prowadzito do
zaburzenia homeostazy komorek, indukujac ekspresje MRNA BCL2 w poréwnaniu do medium
pelnego (CTRL). W grupie doswiadczalnej z dodatkiem LR zastosowanie ekstraktu przed
dodaniem szczepu LR (LR CTRL +T) oraz pobranego w dniu szoéstym (LR6’+T) nie wptyng¢to
na zmiang ekspresji genu BCL2 w ASC. Zaobserwowano zredukowanie ekspresji BCL2
podczas traktowania komorek ASC ekstraktem pobranym w dniu 0 (LRO’ +T) (p < 0,05) oraz
w dniach pierwszym (LR1’+T), drugim (LR2’+T) itrzecim (LR3’+T) (p< 0,001)
w poréwnaniu do TUN (wykres 25A). Analogicznie w grupie bez udziatu szczepu LR (CTRL’)
wykazano spadek ekspresji BCL2 w ekstrakcie pobranym w dniu 0 (EX0°+T) oraz pobranymi
W dniu trzecim (EX’3+T) iszostym (EX’6+T) (p < 0,001) w poréwnaniu do TUN (wykres
25B).
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Wykres 25. Histogramy przedstawiajace ekspresj¢ genu BCL2 w komoérkach ASC hodowanych w medium petnym
(CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja BCL2 dla komoérek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkoéw buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dla p < 0,001.

Kaspazy obecne sg W komorce w formie proenzymu i sg aktywowane podczas zdarzen
zwigzanych z apoptoza. Enzym kaspaza-9 (Casp-9) pehni funkcje kaspazy inicjatorowej i jest
jedng z najwazniejszych kaspaz realizujagcych apoptoze W komorkach —organizmu.
Tunikamycyna spowodowata wzrost ekspresji kaspazy-9 w obu grupach doswiadczalnych
w porownaniu do medium petnego (CTRL). Co ciekawe, wykazano obnizenie ekspresji
kaspazy-9 w komorki ASC traktowanych ekstraktem przed dodaniem szczepu bakterii
probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz pobranym w dniu 0 (LRO’+T) (p <0,01), a takze w dniach
pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2’+T), trzecim (LR3’+T) (p < 0,001) oraz szoéstym (LR6’+T)
(p <0,05) (wykres 26A). Ekspresje kaspazy-9 zbadano takze w grupie bez udziatu szczepu LR
(CTRL’). W komorkach ASC traktowanych ekstraktami pobranymi w dniach trzecim
(EX3°+T) oraz szostym (EX6’+T) nie odnotowano zmian w ekspresji Casp-9, natomiast po
dodaniu ekstraktu pobranego w dniu 0 (EX0’+T) odnotowano istotny wzrost ekspresji kaspazy-
9 w poréwnaniu do TUN (p < 0,001) (wykres 26B).
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Wykres 26. Histogramy przedstawiajace ekspresje kaspazy-9 (Casp-9) w komorkach ASC hodowanych w medium petnym
(CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN) dla obu grup do§wiadczalnych, a takze ekspresja kaspazy-9 dla komérek ASC
traktowanych ekstraktem przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi
ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami
z wystodkéw buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w
przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup
doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

Kaspaza-3 (Casp-3) jest proenzymem efektorowym aktywowanym przez kaspaze-9.
Tunikamycyna spowodowata wzrost ekspresji kaspazy-3 w ASC wobu grupach
doswiadczalnych w porownaniu do medium petnego (CTRL). W grupie eksperymentalnej LR
ekstrakt kontrolny przed dodaniem szczepow probiotycznych (LR CTRL+T) oraz pobrany
W dniu széstym (LR6’+T) fermentacji nie wplywaly na zmiane ekspresji Casp-3. Z kolei
wykazano obnizenie ekspresji kaspazy-3 w fermentowanym ekstrakcie z LR pobranym w dniu
0 (LRO’+T) (p < 0,05) oraz w ekstraktach pobranych w dniach pierwszym (LR1’+T), drugim
(LR2’+T) oraz trzecim (LR3’+T) (p < 0,001) w porownaniu do TUN (wykres 27A). W grupie
bez udzialu szczepow probiotycznych (CTRL”) zaobserwowano natomiast prawie dwukrotny
wzrost ekspresji kaspazy-3 w ekstrakcie pobranym wdniu 0 (EX’0+T) (p< 0,001) oraz
w ekstrakcie pobranym w dniu szo6stym (EX6°+T) (p < 0,01). Zwiazek pobrany w dniu trzecim
(EX3’+T) spowodowat spadek ekspresji Casp-3 (p< 0,01) w poréwnaniu do TUN (wykres
27B).
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Wykres 27. Histogramy przedstawiajace ekspresj¢ kaspazy-3 (Casp-3) w komorkach ASC hodowanych w medium petnym
(CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja kaspazy-3 (Casp-3) dla
komorek ASC traktowanych ekstraktem przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz ekstraktami
bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania
tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup doswiadczalnych do
tunikamycyny. */# dlap < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

5.2.5.2. Wizualizacja aktywnej kaspazy-3

W celu wizualizacji ekspresji aktywnej kaspazy-3 w komorkach ASC przeprowadzono
barwienie immunofluorescencyjne. Traktowanie ASC tunikamycyna spowodowato wzrost
ekspresji genu Casp-3 w poréwnaniu do komoérek hodowanych w medium petnym, o czym
swiadczy wyraznie zaznaczony czerwony sygnal. Podobne obserwacje odnotowano
w ekstrakcie przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T), atakze
w laktofermentowanym ekstrakcie pobranym w dniu 0 (LRO’+T), pierwszym (LR1°+T),
drugim (LR2’+T) oraz széstym (LR6’+T) w poréwnaniu do tunikamycyny. Z kolei traktowanie
komorek ASC laktofermentowanym ekstraktem pobranym w dniu 3 (LR3’+T) nie aktywowato
w komorach ASC kaspazy-3, o czym $wiadczy brak widocznego czerwonego sygnatu (rycina

9, rycina 10).
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Rycina 9. Reprezentatywne obrazy przedstawiajace wizualizacje aktywnej kaspazy-3 w komorkach ASC pod
wplywem hodowania komérek ASC w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem przed
dodaniem szczepow bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniach 0 (LRO’+T) oraz 1 (LR1’+T). Jadra
komorkowe zostaly wybarwione kontrastowo (DAPI) (niebieski).
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Rycina 10. Reprezentatywne obrazy przedstawiajace wizualizacje aktywnej kaspazy-3 w komorkach ASC pod wplywem
hodowania komoérek ASC w medium petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), ekstraktem przed dodaniem
szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych
dodatkiem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniach 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR’+T). Jadra komdrkowe
zostaly wybarwione kontrastowo (DAPI) (niebieski).
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5.2.6. Wykrywanie apoptozy za pomoca testu Aneksyny V

W celu potwierdzenia czy laktofermentowane ekstrakty z wystodkéw buraczanych
z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus maja wplyw na apoptoze komorek ASC,
przeprowadzono barwienie za pomocg ancksyny V Muse (Test Aneksyny V) dla komérek ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR). Statystycznie istotne roéznice W liczbie zywych komorek zaobserwowano
w laktofermentowanych ekstraktach pobranych w dniu 0 (LRO’+T), drugim (LR2’+T)
I szostym (LR6’+T) (p< 0,05), atakze w ekstraktach pobranych w dniach pierwszym
(LR1’+T) oraz trzecim (LR3’+T) (p< 0,01) wporéownaniu do TUN (wykres 28A).
W przypadku liczby martwych komorek istotne statystycznie réznice odnotowano w stosujac
na komorki ASC kazdy z ekstraktow tj. przed dodaniem szczepoéw probiotycznych (LR
CTRL+T) oraz pobranym w dniu 0 (LR0O’+T), odpowiednio (p< 0,001) i (p < 0,05), a takze
w ekstraktach pobranych w dniach pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2’+T), trzecim (LR3’+T)
oraz szo6stym (LR6’+T) (p < 0,001) w poréwnaniu do TUN (wykres 28B) (rycina 11).

Odnotowano takze statystycznie istotny wzrost liczby komoérek wczesnej apoptozy
w ekstraktach kontrolnych przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL+T) oraz
w ekstrakcie pobranym wdniu 0 (LRO’+T), odpowiednio (p < 0,01), (p < 0,05) atakze
w ekstraktach pobranych w dniach pierwszym (LR1°+T) (p < 0,01), drugim (LR2’+T) (p <
0,001), trzecim (LR3’+T) iszéstym (LR6°+T) (p < 0,05) w poréwnaniu do TUN (wykres
29A). Odwrotne zaleznosci zaobserwowano W przypadku odsetka komorek pdzniej apoptozy.
W grupie traktowanej tunikamycyng odnotowano znaczng ilo$¢ komorek w pozniej apoptozie
w porownaniu do TUN. Zkolei po zastosowaniu ekstraktow z LR odnotowano wyrazne
zmniejszenie liczby komoérek poznej apoptozy w ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem
szczepéw (LR CTRL +T) oraz po dodaniu szczepéw w dniu 0 (LRO’+T) (p <0,01), a takze
w kazdym ekstrakcie z udziatem LR (p <0,001) (wykres 29B) (rycina 11).

83



Dystrybucja komérek [%)]

100 -
*%
80 e ## * =1 %
— ]
60
40
20+
’ I S
& 3 * * * L X
A S B,
q_(a & ISR hd

Dystrybucja komérek [%] |

3

*k K
—

HEE Rk KEX

,\0“ B T -
& &7 N B 8
&3 h% ~ hd
&

Wykres 28. Przedstawienie procentu zywych komorek (A) oraz martwych komorek (B) dla ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna, a takze ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii
probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego
(CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01,
*xEfA dlap < 0,001,
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Wykres 29. Przedstawienie procentu komorek wezesnej apoptozy (A) oraz péznej apoptozy (B) dla ASC hodowanych w
medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna, a takze ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii
probiotycznych (LR CTRL) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego
(CTRL) oraz * w przypadku porownywania grup do$wiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01,
¥ dlap < 0,001.
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Rycina 11. Reprezentatywne wykresy pozyskane z Muse Cell Analizer dla testu Aneksyna V dla komoérek ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna, ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu
bakterii probiotycznych (LR CTRLAT) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus (LR).

5.2.7. Wplyw ekstraktow z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus na potencjal blon
mitochondrialnych

Utrata integralnosci potencjatu blony mitochondrialnej moze stanowi¢ swoisty znak
rozpoznawczy W zainicjowaniu  apoptozy. W celu sprawdzenia czy  ekstrakty
z laktofermentowanych wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus moga
hamowa¢ proces apoptozy poprzez zwigkszenie potencjatu btony mitochondrialnej
przeprowadzono test oparty na cytometrii przeptywowej (Muse) dla komorek ASC
hodowanych w medium petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus

rhamnosus (LR).

Wyniki wskazuja, ze traktowanie komorek ASC tunikamycyng spowodowato obnizenie
procentu zywych komoérek w poréwnaniu do medium petnego (CTRL). Po inkubowaniu
komorek z ekstraktami z Lactobacillus rhamnosus obserwuje si¢ wzrost liczby zywych
komorek w kazdym z ekstraktow tj. kontrolnych przed dodaniem szczepéw (LR CTRL+T)
i pobranych w dniach 0 (LR0’+T) pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2’+T), trzecim (LR3’+T)
oraz szostym (LR6’+T) w poréwnaniu do TUN(p < 0,001) (wykres 30A).
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W przypadku komorek martwych obserwuje si¢ istotne statystycznie roznice W dniu
pierwszym (LR1’+T) oraz drugim (LR2’+T) w poréwnaniu do tunikamycyny z tendencjami
rosngcymi (p< 0,05). W pozostatych ekstraktach nie odnotowano roznic statystycznych
(wykres 30B). Uzyskane dane ukazuja, ze ekstrakty pobrane z poszczegodlnych dni fermentacji
wplywaja na wzrost liczby zywych komorek na poziomie okoto 80%, przy czym ekstrakt
pobrany w dniu trzecim fermentacji wykazuj¢ wzrost zywych komoérek na poziomie okoto
90%.
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Wykres 30. Histogramy przedstawiajace procent komorek zywych (A) i martwych (B) dla ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii
probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego
(CTRL) oraz * w przypadku porownywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01,
¥/ dlap < 0,001.

Dziatanie tunikamycyny na komorki ASC spowodowato istotny wzrost komorek
zdepolaryzowanych zywych jak i martwych w poréwnaniu do medium petnego (CTRL)
(wykres 31A). Natomiast po inkubowaniu komoérek ASC z ekstraktami z dodatkiem LR
nastagpit spadek komorek zdepolaryzowanych zywych (p < 0,001) oraz martwych w ekstrakcie
kontrolnych (LR CTRL+T) i pobranym w dniu 0 (LRO’+T), pierwszym (LR1’+T) i szostym
(LR6’+T) (p <0,01) oraz drugim (LR2’+T) i trzecim (LR3°+T) (p < 0,001) w poréwnaniu do
tunikamycyny (wykres 31B).
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Wykres 31. Histogramy przedstawiajace procent komérek zdepolaryzowanych zywych (A) i zdepolaryzowaych martwych
(B) dla ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze ekstraktem kontrolnym
przed dodaniem szczepu bakterii probiotyczych LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania
tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup doswiadczalnych do
tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

Dane pozyskane z Muse Cell Analyzer wskazuja na wzrost o 20% liczby zywych
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z laktofermentowanych wystodkow buraczanych obserwuje

si¢

Po zastosowaniu ekstraktow

spadek komorek ze

zdepolaryzowanymi btonami mitochondrialnymi w poréwnaniu do tunikamycnyny (rycina 12).
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Rycina 12. Obrazy pozyskane Muse Cell Analizer przedstawiajace procent zywych i martwych zdepolaryzowanych
komoérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna, ekstraktem kontrolnym (LR
CTRL+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR).
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5.2.8. Wizualizacja cytochromu c

W celu sprawdzenia czy traktowane komoérek ASC ekstraktami z Lactobacillus
rhamnosus zmniejsza wewnetrzny szlak  apoptotyczny przeprowadzono barwienie
immunoflluorescencyjne lokalizacji cytochromu c, dla komorek ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem
szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami
z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR). Cytochrom c¢
uwalniany jest z mitochondriow i aktywuje zalezne od kaspaz sygnaly apoptotyczne.
Tunikamycyna spowodowata wzrost sygnatu cytochromu c (intensywny czerwony kolor)
w poréwnaniu do medium pelnego (CTRL). Odnotowano takze obecno$¢ cytochromu c
w komorkach traktowanych ekstraktem przed dodaniem szczepoéw probiotycznych (LR
CTRL+T) oraz pobranym w dniach 0 (LR0’+T), pierwszym (LR1’+T) i drugim (LR2’+T), co
zostato przedstawione W postaci czerwonego sygnalu. W ekstraktach pobranych w dniach
trzecim (LR3’+T) oraz széstym (LR6’+T) nie zaobserwowano sygnatu $wiadczonego o

obecnosci cytochromu ¢ poza mitochondriami w komorkach ASC (rycina 13, rycina 14).
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Rycina 13. Reprezentatywne obrazy pokazujace uwalnianie cytochromu c z mitochondriow do cytoplazmy w
komorkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL) traktowanych tunikamycyng (TUN), a takze ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanych ekstraktow z

wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniach 0 (LRO’+T) i 1 (LR1°+T).
Jadra komoérkowe zostaty wybarwione kontrastowo (DAPI) (niebieski).

...-|

LR 2’'L+T LR 3’+T LR 6'+T
Rycina 14. Reprezentatywne zdjg¢cia pokazujace uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriow do cytoplazmy ASC
hodowanych w medium petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze ekstraktem kontrolnym przed
dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw

buraczanych z dodatkiem Lactobacilus rhamnosus (LR) pobranymi w dniach 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6
(LR6°+T). Jadra komdrkowe zostaly wybarwione kontrastowo (DAPI) (niebieski).
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5.2.9. Wplyw laktofermentownego ekstraktu z wyslodkéw buraczanych na starzenie si¢

komorek

W celu oceny wplywu fermentowanych ekstraktow z wystodkéw buraczanych
z udziatem probiotycznego szczepu Lactobacillus rhamnosus (LR) na aktywno$¢ starzenia si¢
komorek, przeprowadzono test SA- [-galaktozydazy (SA-B-gal) dla komoérek ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus

rhamnosus (LR).

Traktowane komoérek ASC tunikamycyng spowodowalo zaburzenie homeostazy
w komorkach, doprowadzajac w ten sposdb do zwiekszanego starzenia komorek, co objawito
si¢ pojawieniem niebieskiego zabarwienia W komodrkach ASC. W grupie doswiadczalnej
z udzialem ekstraktoéw z LR odnotowano zmniejszony udzial komoérek SA-B-gal dodatnich
w porownaniu do tuniakmycyny po zastosowaniu ekstraktu kontrolnego przed dodaniem
szczepéw (LR CTRL+T) oraz w ekstraktach pobranych w dniach 0 (LRO’+T), pierwszym
(LR1’+T), drugim (LR2’+T), trzecim (LR3’+T) oraz szostym (LR6’+T) (p < 0,001). Sposrod
wszystkich ekstraktow, zwigzek pobrany w dniu trzecim (LR3’+T) spowodowatl obnizenie

procentowej ilosci komorek SA-B-gal dodatnich ponizej 40% (wykres 32) (rycina 15).
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Wykres 32. Ocena ilosciowa komorek SA-B-gal (dodatnich) w komérkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze SA-B-gal dla komérek ASC traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem
szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanych ekstraktow z wystodkow buraczanych
z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN)
do medium pelnego (CTRL) oraz ** w przypadku poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05,
**/H# dlap < 0,01, ¥**/### dlap < 0,001.
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Rycina 15. Reprezentatywne obrazy testu SA-B-gal zwigzanego ze starzeniem si¢ komorek dla komérek ASC
hodowanych w medium petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze SA-B-gal dla komoérek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepéw (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi
ekstraktami z wystodkow buraczanych dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR).
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5.2.10. Wplyw ekstraktow na cytokiny pro- i przeciwzapalne

W celu wykazania zmian w ekspresji cytokinin pro- i przeciwzapalnych oraz miRNA,
ktore zwigzane sg z zapoczatkowaniem zapalenia W organizmie, przeprowadzono RT- gPCR
w komorkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng
(TUN) oraz ekstraktem pobranym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR
CTRL+T), laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus (LR) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych

bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’).

Interleukina (IL)- 1 jest kluczowym mediatorem odpowiedzi zapalnej w organizmie.
Tunikamycyna spowodowata wzgledny wzrost ekspresji IL-1f w komodrkach ASC w obu
grupach doswiadczalnych w poréwnaniu do medium kontrolnego (CTRL). W grupie
z udziatem LR w ekstrakcie kontrolnym (LR CTRL+T) oraz pobranych w dniach 0 (LRO’+T)
I szostym (LR6°+T) nie wykazano zmian w ekspresji interleukiny 1 w poréwnaniu do TUN.
Po potraktowaniu komorek ASC ekstraktami pobranymi W dniach pierwszym (LR1°+T),
drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3’+T) nastgpito obnizenie ekspresji prozapalnej IL-1B
w porownaniu do TUN (p < 0,001) (wykres 33A). Z kolei w grupie bez dodatku szczepy LR
(CTRL’) w ekstraktach pobranych w dniach trzecim (EX3’+T) oraz szostym (LR6’+T) nie
odnotowano roéznic statystycznych w porownaniu do TUN. W ekstrakcie kontrolnym
(EX0’+T) wykazano trzykrotny wzrost ekspresji genu IL-1p w porownaniu do TUN (p <
0,001) (wykres 33B).

A B
IL15-LR IL14 -CTRL’

5m ok
= wis oo 1
m i w12
g« g 1
E g it
LY 3 ﬁ ad —_
e = =
; 2 e R T ;
- = 2
5 | s
¢ IN N\

0= T T T 0= T T

&S AN & & A s &

< & QS % % ) & BN S 5 @
Q_(_, FF S E & < <+ Qﬁ-
v

Wykres 33. Wzgledna ekspresja gendéw IL- 1B w komorkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyna (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja IL-1 B dla komoérek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanych ekstraktow z
wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku
poréownania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku porownywania grup do$wiadczalnych
do tunikamycyny.*/# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dla p < 0,001.
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Interleukina 6 (IL-6) nalezy rowniez do rodziny cytokin prozapalnych. Tunikamycyna
wplyneta na wzrost ekspresji IL-6 zarowno w grupie ekstraktow z udziatem LR jak i bez
dodatku szczepu bakterii probiotycznych w porownaniu do medium petnego (CTRL). W grupie
eksperymentalnej z dodatkiem LR w ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem szczepu (LR
CTRL+ T) oraz pobranych w dniach 0 (LRO+T) i pierwszym (LR1’+T) nie zaobserwowano
réznic statystycznych w porownaniu do TUN. Po zastosowaniu ekstraktoéw pobranych
w dniach drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3’+T) odnotowano spadek ekspresji prozapalnej
cytokiny IL- 6 (p <0,05) w porownaniu do TUN. Ekstrakt pobrany w dniu széstym (LR6’+T)
wykazywal wzrost ekspresji prozapalnej interleukiny 6 w komorkach ASC (p < 0,05) (wykres
34A). Natomiast w grupie bez udziatu szczepu LR (CTRL”) wykazano wysoko istotny wzrost
ekspresji IL-6 we wszystkich ekstraktach tj. pobranym w dniach 0 (EX0’+T), trzecim (LR3’+T)
I szostym (LR6°+T) (p <0,001) w poréownaniu do TUN (wykres 34B).
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Wykres 34. Wzgledna ekspresja genow IL- 6 w komérkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL) i traktowanych
tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja IL- 6 dla komorek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw
buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku
porownania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup do§wiadczalnych
do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

Czynnik martwicy nowotworu TNFa jest jednym z najwazniejszych cytokin
prozapalnych w organizmie. Tunikamycyna spowodowata wzrost ekspresji TNFa
w komorkach ASC w poréwnaniu  do medium pelnego (CTRL) wobu grupach
eksperymentalnych. W grupie z dodatkiem LR traktowanie komorek ekstraktem przed
dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz pobranym w dniu 0 (LR0’+T)

nie wykazano réznic statystycznych w poréwnaniu do TUN. Zaobserwowano spadek ekspresji
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TNFa w ekstraktach LR pobranych w dniach pierwszym (LR1’+T), drugim (LR2’+T) (p <
0,05) oraz trzecim (LR3’+T) (p <0,01) w porownaniu do TUN. W ekstrakcie pobranym w dniu
sz6stym (LR6’+T) wykazano wzrost ekspresji TNFo, w poréwnaniu do TUN (p <0,01) (wykres
35A). W przypadku grupy doswiadczalnej bez dodatku LR (CTRL’) po traktowaniu komoérek
ASC ekstraktem pobranym w dniu trzecim (EX3’+T) nie zaobserwowano zmian W ekspresji
TNFa. Natomiast w ekstrakcie pobranym wdniu 0 (EX0’+T) oraz pobranym w dniu 6
(EX6’+T) wykazano wzrost ekspresji czynnika TNFa w poréwnaniu do TUN , odpowiednio
(p <0,001) i (p <0,05) (wykres 35B).
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Wykres 35. Wzgledna ekspresja gendw TNFa w komorkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja TNFa dla komérek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku
poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup do§wiadczalnych
do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dla p < 0,001.

Interleukina (IL) -10 nalezy do cytokin przeciwzapalnych, hamujacych wytwarzanie
cytokin prozapalnych. Tunikamycyna spowodowata wzrost ekspresji IL-10 w obu grupach
eksperymentalnych w poréwnaniu do medium pelnego (CTRL). W grupie LR w ekstrakcie
pobranym w dniu 0 (LR0O’+T) nie wykazano réznic statystycznych w poréwnaniu do TUN.
Wykazano istotny spadek ekspresji IL-10 w ekstraktach LR pobranych w dniach pierwszym
(LR1’+T), drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3’+T) (p < 0,001). W ekstrakcie kontrolnym
przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL+T) oraz pobranym w dniu szostym
(LR6’+T) odnotowano wzrost ekspresji IL-10 (p < 0,01) w poréwnaniu do TUN (wykres 36A).
Z kolei w grupie bez obecnosci LR (CTRL’) ekstrakt pobrany w dniu széstym (EX6’+T) nie
wplywatl na zmiany ekspresji IL-10 w komorkach ASC. Zwigzek pobrany w dniu 0 (EX0’+T)
wykazywat prawie dwukrotny wzrost ekspresji przeciwzapalnej cytokiny IL-10 (p < 0,001),
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a podczas zastosowania ekstraktu pobranego dniu 3 (EX3’+T) mozna zaobserwowaé spadek

ekspresji przeciwzapalnej interleukiny 10 (wykres 36B).
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Wykres 36. Wzgledna ekspresja genow IL- 10 w komérkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL) i traktowanych
tunikamycyng (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja IL-10 dla komérek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkéw buraczanych dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku
poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup do§wiadczalnych
do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap <0,001.

Interleukina (IL)-13 nalezy réwniez do silnych cytokin przeciwzapalnych
w organizmie. Tunikamycyna wplyngta na wzrost ekspresji 1L-13 wobu grupach
doswiadczanych w porownaniu do medium pelnego (CTRL). W grupie z dodatkiem LR po
zastosowaniu ekstraktu pobranego w dniach 0 (LRO’+T) i szostym (LR6°+T) nie odnotowano
zmian w ekspresji IL-13 w ASC. W ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem szczepu
probiotycznego (LR CTRL+T) oraz pobranym w dniu pierwszym (LRI1’+T) idrugim
(LR2’+T) nastgpit wzrost ekspresji przeciwzapalnej interleukiny-13 w ASC poréwnaniu do
TUN (p <0,001). Natomiast ekstrakt pobrany w dniu trzecim (LR’3+T) wplynat na obnizenie
ekspresji 1L-13 w porownaniu do TUN (p < 0,001) (wykres 37A). W grupie doswiadczalnej
bez udziatu LR (CTRL’) traktowanie ASC ekstraktem pobranym w dniu szostym (EX6°+T) nie
spowodowato zmian w ekspresji IL-13. Natomiast istotny wzrost IL-13 odnotowano po uzyciu
zwigzkow pobranych w dniach 0 (EX0°+T) oraz trzecim (EX3’+T), odpowiednio (p < 0,001),
(p <0,01) w poréwnaniu do TUN (wykres 37B).
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Wykres 37. Wzgledna ekspresja genoéw IL-13 w komorkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL) i traktowanych
tunikamycyng (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja IL-13 dla komérek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku
poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku porownywania grup do§wiadczalnych
do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

Interleukina (IL)-

4 pehi

rowniez funkcje przeciwzapalna W organizmie.

Traktowanie komorek ASC tunikamycyng (TUN) wptyneto na wzrost ekspresji 1L-4 w obu

grupach doswiadczalnych w poréwnaniu do medium petnego (CTRL). W grupie z dodatkiem

LR ekstrakt pobrany w dniach 0 (LRO’+T) iszéstym (LR6’+T) nie spowodowal zmian

w ekspresji interleukiny 4 w ASC. Z kolei ekstrakty pobrane w dniach pierwszym (LR1°+T),

drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3’+T) wptynetly na obnizenie ekspresji IL-4 w komodrkach

ASC w porownaniu do TUN (p < 0,001). Ekstrakt kontrolny przed dodaniem szczepu

probiotycznego (LR CTRL+T) spowodowat wzrost ekspresji IL-4 w poréwnaniu do TUN

(wykres 38A). W grupie bez obecnosci szczepu LR (CTRL’) ekstrakty pobrane w dniach 0

(EX0’+T) iszostym (EX6’+T) nie wptynely na zmiany ekspresji IL-4 w ASC. Co ciekawe,

jedynie ekstrakt pobrany w dniu trzecim (EX3°+T) wplynat na obnizenie ekspresji IL-4
w komodrkach ASC w poréwnaniu do TUN (p < 0,001) (wykres 38B).
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Wykres 38. Wzgledna ekspresja gendéw IL- 4 w komorkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL) i traktowanych
tunikamycyng (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja IL- 4 dla komorek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw
buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku
poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup do§wiadczalnych
do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dla p <0,001.

Transformujacy czynnik beta (TGFP) odgrywa rol¢ w regulacji wielu procesow
komorkowych, m.in. proliferacja i réznicowanie komorek, a takze w apoptozie, posiada takze
wlasciwosci przeciwzapalne. Tunikamycyna spowodowala znaczny wzrost ekspresji TGFf3
wobu grupach do$wiadczalnych W porownaniu do medium pelnego (CTRL).
W grupie z udziatem LR w ekstrakcie pobranym w dniu drugim (LR2’+T) nie odnotowano
roéznic statystycznych. Z kolei zaobserwowano obnizong eckspresje TGFp w ASC po
zastosowaniu zarowno ekstraktu kontrolnego przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR
CTRL+T) oraz pobranych w dniach 0 (LR0’+T), pierwszym (LR1’+T), trzecim (LR3’+T) oraz
szostym (LR6°+T) w poréwnaniu do TUN (p < 0,001) (wykres 39A). Natomiast w grupie bez
dodatku szczepu LR (CTRL’) odnotowano znaczacy wzrost ekspresji czynnika TGFB w ASC
po inkubacji wszystkich ekstraktow tj. pobranych w dniach 0 (EX’0+T) (p < 0,001) trzecim

(EX3’+T) (p <0,05) i szoéstym (EX6°+T) (p < 0,01) w poréwnaniu do TUN (wykres 39B).
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Wykres 39. Wzgledna ekspresja genow TGFB w komérkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL) i traktowanych
tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja TGFf3 dla komoérek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku
poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku porownywania grup do§wiadczalnych
do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dlap <0,001.

Mikro RNA (miRNA) 146 bierze udziat w wielu kaskadach przeciwzapalnych
W organizmie. Tunikamycyna spowodowata wzrost ekspresji miR-146 w obu grupach
badawczych w poréwnaniu do medium petnego (CTRL). W ekstrakcie kontrolnym w grupie
LR przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL+ T) oraz pobranym w dniu 0 (LR0’+T)
nie wykazano roznic statystycznych w poréwnaniu do TUN. Z kolei wykazano obnizenie miR-
146 w ekstraktach pobranych w dniach pierwszym (LR1’+T), drugim (LR2’+T) (p < 0,001),
a takze trzecim (LR3’+T) (p < 0,01) i szoéstym (LR6’+T) (p < 0,05) w porownaniu do TUN
(wykres 40A). W grupie bez dodatku mikroorganizméw (CTRL”) zaobserwowano odwrotne
zaleznos$ci, gdyz wykazano wzrost ekspresji miR-146 w ASC po zastosowaniu kazdego
ekstraktu tj. (EX0’+T), (EX3’+T) oraz (EX6’+T) (p < 0,001) w poréwnaniu do tunikamycyny
(wykres 40B).
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Wykres 40. Wzgledna ekspresja genéw miR-146 w komoérkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL) i
traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup dos$wiadczalnych, a takze ekspresja miR- 146 dla komorek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup do$wiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

MikroRNA miR -155 odgrywa kluczowa role w wielu fizjologicznych procesach
w organizmie, w tym odpowiada za regulacje wrazliwosci na insuling W tkance ttuszczowe;j,
watrobie | mig$niach. Ponadto odnotowano takze, ze miR- 155 jest kluczowym regulatorem
stanu zapalnego. W tym przypadku tunikamycyna spowodowata wzrost ekspresji miR-155
w komoérkach ASC obu grupach doswiadczalnych w poréwnaniu do medium petnego (CTRL).
W grupie LR ekstrakt pobrany w dniu trzecim (LR3’+T) nie wptywat na ekspresj¢ miR-155.
Z kolei w ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem szczepéw (LR CTRL+ T) oraz pobranym
w dniu 0 (LRO’+T) oraz szostym (LR6’+T) zaobserwowano wzrost ekspresji miR-155 w ASC
w poréwnaniu do TUN (p <0,001). W tej samej grupie ekstrakty pobrane w dniach pierwszym
(LR1’+T) i drugim (LR2’+T) wplywatly na spadek ekspresji miR-155 w poréwnaniu do TUN
(p < 0,01) (wykres 41A). Natomiast w grupie bez udzialu szczepu LR (CTRL”) wykazano
istotny wzrost ekspresji miR-155 w ASC po uzyciu ekstraktow pobranych w dniach 0
(EX0+T), trzecim (EX3°+T) (p < 0,001) oraz széstym (EX6’+T) (p < 0,05) w poréwnaniu do
TUN (wykres 41B).
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Wykres 41. Wzgledna ekspresja genéw miR-155 w komoérkach ASC hodowanych w medium petnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja miR-155 dla komoérek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup do$wiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dla p < 0,001.

100



5.2.11. Wizualizacja aktywnej interleukiny (IL) -1 w komoérkach ASC

W celu wizualizacji interleukiny (IL) - 18 w komoérkach ASC przeprowadzono barwienie
immunofluorescencyjne dla komoérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii
probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR). Traktowanie komoérek ASC
tunikamycyng spowodowato wzrost poziomu biatka IL-13 w poréwnaniu do medium pelnego
(CTRL), o czym $wiadczy widoczny czerwony sygnal. Podobnie obserwacje odnotowano
w ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL+T) oraz
pobranych w dniach 0 (LRO’+T), pierwszym (LR1°+T) oraz széstym (LR6’+T). Natomiast
w ekstraktach pobranych w dniach drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3+T) mozna
zaobserwowac¢ niewielki czerwony sygnat, co $wiadczy o redukcji poziomu interleukiny 1

w komorkach (rycina 16, rycina 17).

CTRL TUN LR CTRL+T LR O’+T LR 1'+T

IL-1B DAPI

Merged

Rycina 16. Reprezentatywne obrazy przedstawiajace wizualizacj¢ poziomu interleukiny 18 w komoérkach ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze ekstraktem kontrolnym przed
dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniach 0 (LRO’+T) i 1 (LRI1’+T). Jadra
komorkowe zostaly wybarwione kontrastowo (DAPI) (niebieski).
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CTRL TUN LR 2'L+T LR 3'+T LR 6'+T

IL-18 DAPI

Merged

Rycina 17. Reprezentatywne obrazy przedstawiajace wizualizacje poziomu interleukinylf w komoérkach ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze ekstraktem kontrolnym przed
dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniach 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6
(LR6’+T). Jadra komérkowe zostaty wybarwione kontrastowo (DAPI) (niebieski).

5.2.12. MikroRNA w insulinoopornosci

MikroRNA (miRNA) bierze udzial w wielu procesach biologicznych, w tym takze
w metabolizmie organizmu, ré6znicowaniu adipcytow, a takze w regulacji wydzielania insuliny.
Przeprowadzono gRT- PCR dla komorek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN), atakze dla ASC pod wptywem ekstraktu kontrolnego
przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T), laktofermentowanych
ekstraktow z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) oraz
fermentowanych wystodkow buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych

(CTRL).

W przypadku MikroRNA-103 komoérki ASC traktowane tunikamycyng wykazywaly
wzmozong ekspresje miR- 103 w porownaniu do medium petnego (CTRL) w obydwu grupach
doswiadczalnych. W grupie LR odnotowano istotny wzrost ekspresji miRNA-130 w ASC po
wplywie ekstraktow kontrolnego przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL +T)
I pobranych w dniach 0 (LR0’+T) (p <0,001) oraz szostym (LR6’+T) (p <0,01) w porownaniu
do TUN. Wykazano spadek ekspresji miR-103 po zastosowaniu ekstraktow pobranych
W dniach pierwszym (LR 1°+T), drugim (LR2’+T) (p <0,001) oraz trzecim (LR3’+T) (p <0,01)
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w porownaniu do TUN (wykres 42A). Natomiast w grupie doswiadczalnej bez obecnosci
szczepu LR (CTRL’) wykazano prawie dziewigciokrotny wzrost ekspresji miR-103 zar6wno
w ekstrakcie pobranym wdniu 0 (EXO0’+T), trzecim (EX3’+T) iszostym (EX6’+T)
w porownaniu do TUN (p < 0,001) (wykres 42B).

A B
miR103-LR miR103 - CTRL
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Wykres 42. Wzglgdna ekspresja gendéw miR-103 dla komoérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja miR-103 dla komoérek ASC traktowanych
ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) i laktofermentowanymi
ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami
z wystodkow buraczanych bez udzialu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w
przypadku pordéwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku porownywania grup
doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dla p < 0,001.

Analizujac  kolejne  MikroRNA zaangazowane W regulacje wydzielania insuliny
wykazano, ze tunikamycyna spowodowata wzrost miR-107 w obu grupach eksperymentalnych
w poréwnaniu do medium pelnego (CTRL). W grupie z dodatkiem LR wykazano spadek
ekspresji miR-107 w ASC po aplikacji kazdego zwiazku pobranego z poszczegoélnych dni
fermentacji (p < 0,001) w poréwnaniu do TUN (wykres 43A). Z kolei w grupie bez udziatu
szczepu LR (CTRL’) zaobserwowano odwrotny efekt, gdyz odnotowano wzrost ekspresji
miRNA-107 w ASC po ekstraktach pobranych w dni 0 (EX0’+T) trzecim (EX3’+T) i szostym
(EX6’+T) w poréwnaniu do TUN (p <0,001) (wykres 43B).
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Wykres 43. Wzgledna ekspresja genéw miR-107 dla komoérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja miR-107 dla komoérek ASC
traktowanych ekstraktem Kkontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku pordéwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w
przypadku poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap <
0,001.

MikroRNA-130 jest takze powigzany z regulacja homeostazy glukozy w organizmie.
W tym przypadku réwniez zaobserwowano wzrost ekspresji miR-130 w komoérkach ASC
traktowanych tunikamycyna w poréwnaniu do hodowli ASC w medium petnym (CTRL).
W grupie LR ekstrakt pobrany w dniu 0 (LR0’+T) nie wykazywat zmian ekspresji miR-130
w ASC. W ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL’)
odnotowano z kolei wzrost ekspresji miR-130 w ASC w poréwnaniu do TUN (p < 0,05).
Pozostate ekstrakty wykazywaty spadek ekspresji miR-130 tj. pobrane w dniach pierwszym
(LR1’+T), drugim (LR2°+T) (p <0,01), trzecim (LR3’+T) (p <0,001) oraz szostym (LR6’+T)
(p <0,01) (wykres 44A). W grupie do$wiadczalnej bez udziatu szczepu LR (CTRL’) wykazano
wplyw ekstraktow na tendencje wzrostowa ekspresji mIRNA-130 w ASC, zaroéwno
w ekstrakcie pobranym w dniu 0 (EX 0’+T), trzecim (EX3°+T) i szostym (LR6°+T) (p <0,001)
w poréwnaniu do TUN (wykres 44B).
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Wykres 44. Wzgledna ekspresja genow miR-130 dla komérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyna (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja miR-130 dla komoérek ASC traktowanych
ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi
ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami
z wystodkow buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane statystycznie istotne dla # w
przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium pelnego (CTRL) oraz * w przypadku poréwnywania grup
doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

5.2.13. Zmiany ekspresji genéw zwigzanych z insulinoopornos$cia

W rozwoju insulinoopornosci wazng rol¢ odgrywaja czynniki genetyczne, ktore
wplywaja na sygnalizacje insuliny. Za pomocg testu RT- qPCR oceniono ekspresje genow
zwigzanych insulinoopornoscig takich jak receptor insuliny (INSR), substrat receptora insuliny
(IRS) oraz transportera glukozy typu 4 (GLUT 4) w komodrkach ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) oraz ekstraktem pobranym przed
dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T), fermentowanymi ekstraktami
z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) oraz fermentowanymi

ekstraktami bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’).

Transporter glukozy 4 (GLUT4) jest odpowiedzialny za transport glukozy do komorek
docelowych, regulowany przez hormon insuling. Traktowanie komorek tunikamycyng
wplyneto na wzrost ekspresji bialtka transportowego GLUT4 wobu grupach
eksperymentalnych w poréwnaniu do hodowli ASC w medium pelnym (CTRL). W grupie
z udziatem LR ekstrakt kontrolny przed dodaniem szczepu LR (LR CTRL’+T), pobrany w dniu
0 (LRO’+T) oraz szostym (LR6°+T) nie wptywatl na ekspresje GLUT4 w ASC. Zaobserwowano
spadek ekspresji GLUT4 po zastosowaniu ekstraktow pobranych w dniach pierwszym
(LR1’+T), drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3’+T) w poréownaniu do TUN (p < 0,001).
W pozostatych ekstraktach nie wykazano roznic statystycznych (wykres 45A). W grupie bez
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udziatu szczepu LR (CTRL’) odnotowano wzrost ekspresji GLUT4 w ASC zarowno po
zastosowaniu zwigzku pobranego w dniach 0 (EX0’+T) (p< 0,001) trzecim (EX3’+T)
i szostym (EX6°+T) (p < 0,01) w porownaniu do TUN (wykres 45B).
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Wykres 45. Przedstawienie relatywnej ekspresji markerow insulinoporno$ci GLUT4 dla hodowanych w medium pelnym
(CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja GLUT4 dla komorek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dla p < 0,001.

Ekspresja receptora insulinowego INSR byla podwyzszona w komorkach ASC
traktowanych tunikamycyng W obu grupach doswiadczalnych w poréwnaniu do ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL). Potraktowanie komoérek zwigzkami z LR
spowodowato obnizenie ekspresji INSR zarowno pod wptywem ekstraktu kontrolnego przed
dodaniem szczepéw (LR CTRL’) jak i pobranych w dniu 0 (LR’0+T), pierwszym (LR1’+T),
drugim (LR2’+T), trzecim (LR3’+T) oraz széstym (LR6’+T) trwania fermentacji (p < 0,001)
w porownaniu do TUN (wykres 46A). W grupie bez udziatu szczepu LR (CTRL’) odnotowano
wzrost ekspresji markera INSR w ASC po zastosowaniu ekstraktu pobranego w dniu 0
(EX0’+T) w porownaniu do TUN (p < 0,05). Pozostale zwiazki pobrane w dniach trzecim
(LR3’+T) oraz széstym (LR6’+T) wptyngty na obnizenie ekspresji INSR w porownaniu do
TUN odpowiednio (p < 0,001), (p <0,01) (wykres 46B).
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Wykres 46. Przedstawienie relatywnej ekspresji markerow insulinoporno$ci INSR dla komérek ASC hodowanych w
medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja INSR dla
komorek ASC traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

Ekspresja substratu receptora insuliny (IRS), w przypadku tunikamycyny wykazywata
istotny wzrost zarowno W grupie z udzialem LR, jak ibez udzialu mikroorganizméw
probiotycznych w poréwnaniu do medium pelnego (CTRL). W grupie doswiadczalnej
z dodatkiem LR nastapit spadek ekspresji IRS zardéwno w ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL’) i pobranym w dniach 0
(LRO’+T) (p <0,01), pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2’+T), trzecim (LR3’+T) oraz szostym
(LR6’+T) trwania fermentacji (p < 0,001) w porownaniu do TUN (wykres 47A). Natomiast
w przypadku grupy bez obecnosci LR (CTRL’) ekstrakt pobrany w dniu 6 fermentacji
(EX6°+T) nie wplynat na ekspresje IRS w ASC. Zwigzek pobrany w dniu 0 (EX0’+T)
spowodowat wzrost ekspresji IRS (p < 0,001), z kolei w ekstrakcie pobranym w dniu trzecim
(EX3’+T) zaobserwowano odwrotny efekt obnizenia ekspresji IRS W poréwnaniu do TUN (p <
0,001) w ASC (wykres 47B).
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Wykres 47. Przedstawienie relatywnej ekspresji markera insulinopornosci IRS dla komérek ASC hodowanych w medium
petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja IRS dla komorek
ASC traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/### dlap <0,001.

5.2.14. Stres oksydacyjny

W  celu okre$lenia ekspresji enzyméw antyoksydacyjnych w komoérkach ASC
przeprowadzono analiz¢ ekspresji katalazy (CAT), dysmutazy ponadtlenkowej komodrkowej
(SOD1) i mitochondrialnej (SOD2) oraz peroksydazy glutationowej (GPX) w komorkach ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) oraz ekstraktem
pobranym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T), fermentowanymi
ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) oraz

fermentowanymi ekstraktami bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’).

Jednym z wazniejszych enzyméw antyoksydacyjnych jest katalaza, ktora powoduje
rozktad czasteczek nadtlenku wodoru. W komoérkach ASC traktowanych tunikamycyng
zaobserwowano wzrost ekspresji  katalazy (CAT) wobu grupach doswiadczalnych
w porownaniu do ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL). W grupie LR po
zastosowaniu ekstraktow pobranych w dniach 0 (LR0’+T) oraz széstym (LR6’+T) nie
zaobserwowano réznic statystycznych w poréwnaniu do TUN. Natomiast ekstrakt kontrolny
przed dodaniem szczepu probiotycznego (LR CTRL’+T) wptynat na wzrost ekspresji CAT
w ASC w poroéwnaniu do TUN (p < 0,01). Ekstrakty pobrane w dniach pierwszym (LR1°+T)
drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3’°+T) procesu fermentacji wptynetly na obnizenie ekspresji
CAT w poréwnaniu do TUN (p< 0,001) (wykres 48A). W grupie bez udzialu szczepu LR
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(CTRL’) ekstrakt pobrany w dniu széstym (EX6’+T) fermentacji nie wptywal na ekspresje
CAT. Z kolei zaobserwowano obnizong ekspresj¢ CAT w ekstrakcie kontrolnym (EX0’+T)
oraz pobranym w dniu trzecim (EX3’+T) odpowiednio (p <0,01) (p <0,001) w poréwnaniu do
TUN (wykres 48B).
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Wykres 48. Przedstawienie relatywnej ekspresji genow przeciwoksydacyjnych CAT dla komérek ASC hodowanych w
medium petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup do§wiadczalnych, a takze ekspresja CAT dla
komorek ASC traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczeou bakterii probiotyczych (LR CTRL’+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkdéw buraczanych bez dodatku szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dlap < 0,001.

W przypadku dysmutazy ponadtlenkowej komoérkowej (SODI1) rowniez tunikamycna
spowodowata wzrost ekspresji SOD1 w komoérkach ASC w obu grupach do$wiadczalnych
w porownaniu komorek hodowanych w do medium pelnego (CTRL). W grupie z dodatkiem
LR nie zaobserwowano roznic statystycznych w ekstrakcie kontrolnym przed dodaniem
szczepu probiotycznego (LR CTRL’+T) oraz pobranym w dniu 0 (LRO’+T) i szostym dniu
fermentacji (LR6°+T). Zaobserwowano natomiast obnizenie ekspresji SOD1 po zastosowaniu
zwigzkow pobranych w dniach pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3’+T)
w porownaniu do TUN (p <0,001) (wykres 49A). W grupie bez udziatu szczepu LR (CTRL’)
wykazano wzrost ekspresji SOD1 w ASC po ekstrakcie pobranym w dniu 0 (EX0’+T) (p <
0,001), natomiast w zwigzkach pobranych w dniach trzecim (EX3’+T) oraz széstym (EX6’+T)
odnotowano spadek ekspresji SOD1 w ASC, odpowiednio (p< 0,001), (p< 0,01)
w poréwnaniu do TUN (wykres 49B).
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Wykres 49. Przedstawienie relatywnej ekspresji genow SOD1 dla komérek ASC hodowanych w medium petnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup do$wiadczalnych, a takze ekspresja SODI dla komérek ASC
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B). Dane
statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup do$wiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dla p < 0,001.

W odniesieniu do dysmutazy ponadtlenkowej mitochondrialnej rowniez tunikamycna
spowodowata wzrost ekspresji SOD2 w komorkach ASC w obu grupach do$wiadczalnych
w poréwnaniu do hodowli komoérek w medium pelnym (CTRL). W grupie z dodatkiem LR
zaobserwowano wzrost ekspresji SOD2 w ASC po ekstraktach kontrolnych przed dodaniem
szczepow (LR CTRL’) oraz pobranych w dniach 0 (LRO’+T) (p < 0,01) pierwszym (LR1°+T),
drugim (LR2’+T) oraz szo6stym (LR6’+T) (p <0,001) w poréwnaniu do TUN. Ekstrakt pobrany
W dniu trzecim (LR3’+T) spowodowat spadek ekspresji SOD2 w ASC w porownaniu do TUN
(p < 0,05) (wykres 50A). Natomiast w grupie bez udziatu mikroorganizméw probiotycznych
(CTRL’) wykazano wzrost ekspresji SOD2 w komorkach po zastosowaniu ekstraktu pobranego
w dniu 0 (EX0’+T) (p < 0,001) oraz trzecim (EX3’+T) i szostym (EX6’+T) (p < 0,001)
w poréwnaniu do TUN (wykres 50B).
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Wykres 50. Przedstawienie relatywnej ekspresji genow przeciwoksydacyjnych SOD2 dla komorek ASC hodowanych w
medium pelnym (CTRL) i traktowanych tunikamycyna (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja SOD2 dla
komorek ASC traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL4T) i
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udzialu mikroorganizméw (CTRL’) (B). Dane statystycznie
istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz * w przypadku
poréwnywania grup doswiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dlap < 0,01, ***/### dla p <0,001.

Ekspresja peroksydazy glutationowej (GPX), byta zkolei statystycznie istotnie
podwyzszona W komorkach ASC traktowanych tunikamycyna zaréwno w grupie z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus jak i bez udziatlu mikroorganizméw w poréwnaniu do hodowli ASC
w medium pelnym (CTRL). W grupie do$wiadczalnej z udziatem LR w ekstraktach
kontrolnych przed dodaniem szczepow (LR CTRL’) oraz pobranych w dniu 0 (LRO’+T) oraz
szostym (LR6°+T) fermentacji nie zaobserwowano roznic statystycznych. Z kolei odnotowano
obnizong ekspresje GPX po uzyciu ekstraktow pobranych w dniach pierwszym (LR1’+T) (p <
0,01), drugim (LR2’+T) oraz trzecim (LR3’+T) (p < 0,001) w porownaniu do TUN (wykres
51A). W grupie bez udzialu mikroorganizmow (CTRL’) ekstrakt pobrany w dniu 0 (EX0°+T)
nie wptynat na ekspresje GPX w ASC. Z kolei wykazano spadek ekspresji GPX w ekstraktach
pobranych w dniach trzecim (EX3’+T) (p< 0,01) oraz széstym (EX6’+T) (p< 0,05)
w poréwnaniu do TUN (wykres 51B).
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Wykres 51. Przedstawienie relatywnej ekspresji genow przeciwoksydacyjnych GPX dla komérek ASC hodowanych w
medium petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu grup doswiadczalnych, a takze ekspresja GPX
dla komorek ASC traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR
CTRL’+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR)
(A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu szczepu bakterii probiotyczych (CTRL’)
(B). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium petnego (CTRL) oraz
* w przypadku poréwnywania grup do$wiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla p < 0,01, ***/#i##
dla p <0,001.

Przeanalizowano takze wytwarzanie ROS dla komoérek ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem
szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami
z wystodkoéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) za pomoca testu Muse
Oxidative Stress. Komorki ASC traktowane tunikamycyng wykazywaly znaczny wzrost
poziomu komorek ROS™ w poréwnaniu do komorek hodowanych w medium pelnym.
Zaobserwowano ponadto znaczacy spadek komorek ROS™ w ekstraktach kontrolnych przed
dodaniem szczepow (LR CTRL + T) ipo dodaniu szczepow (LRO’+T) (p< 0,01) oraz
pobranych w dniach 1, 2, 3, 6 (p <0,001) porownaniu do tunikamycyny (wykres 52A). Z kolei
wykazano spadek komoérek ROS po zastosowaniu tuniakmycyny na komorki ASC, natomiast
w ekstraktach wykazano istotne réznice W kazdym ekstrakcie pobranym W poszczegdlnym
dniu tj. kontrolnym (LR CTRL+T) (p < 0,01) oraz w dniu pierwszym (LR0’+T), drugim
(LR2’+T), trzecim (LR3’+T) oraz szostym (LR6’+T) (p < 0,001) (wykres 52B) (rycina 18).
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Wykres 52. Srednie odsetki wszystkich komorek ROS+ (A) oraz ROS- (B) w komérkach ASC hodowanych w medium

petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) oraz traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu

bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem

Lactobacillus rhamnosus (LR). Dane statystycznie istotne dla # w przypadku poréwnania tunikamycyny (TUN) do medium

pelnego (CTRL) oraz * w przypadku porownywania grup do$wiadczalnych do tunikamycyny. */# dla p < 0,05, **/## dla

p < 0,01, ***/### dlap < 0,001.
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Rycina 18. Wykresy punktowe dla wewnatrzkomorkowej produkcji ROS wykryte przez barwienie fluorescencyjne
dihydroetydyng (DHE) dla ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze
ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z
wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR).
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6. DYSKUSJA

6.1. Laktofementacja wystodkéw buraczanych wplywa na poprawe parametrow

chemicznych

Prawidtowy przebieg fermentacji zalezy od wielu czynnikéw, m. in. temperatury, czasu,
substratu i dostepnosci sktadnikow odzywczych dla bakterii uczestniczacych w tym procesie,
atakze od wartosci pH (Xiang iin. 2019). Bakterie Lactobacillus spp. wytwarzajg kwasy
organiczne, glownie kwas mlekowy, ktory do obniza pH, dzigki czemu dochodzi do
wykluczenia bakterii patogennych (Schnurer i in. 2005). Stopniowe i progresywne zmiany pH
swiadczg o dostosowaniu oraz aklimatyzacji szczepow bakterii W srodowisku fermentowanym

(Rault i in. 2009).

W niniejszej pracy wykazano réwnomierny spadek odczynu pH w grupach
doswiadczalnych ekstraktow z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) oraz Pediococcus
acidilactici (PA) podczas 6- dniowej fermentacji, przy czym w grupie biomasy LR poczatkowa
warto$¢ wynosita 4,62, a w kolejnych dniach wahata si¢ pomiedzy pH 4,66 a 4,44. Ten stan
moze by¢ zwigzany Z wysoka aktywnoscig bakterii LAB, a takze wydzielaniem zwigzkow
bioaktywnych do §rodowiska fermentowanego. Gwaltowne obnizenie pH ponizej 4,0 nastapito
z kolei wdniach 5 oraz 6 fermentacji, odpowiednio 3,84 i3,62. W przypadku biomasy
z dodatkiem PA odnotowano réwnomierne obnizenie odczynu pH z kazdym dniem
postepujacej fermentacji, rozpoczynajac od pH wyjsciowego roéwnego 5,18 do 4,73 w dniu 3.
Podobnie jak w przypadku fermentacji z udziatem Lactobacillus rhamnousus mozna
zaobserwowac¢ wyrazny spadek odczynu pH w dniach 5 oraz 6, odpowiednio 3,94 i 3,85.
W biomasie z wystodkéw buraczanych bez udzialu mikroorganizmoéw probiotycznych
odnotowano takze liniowy spadek wartosci pH, natomiast znacznie wolniejszy niz w przypadku
biomas z udziatem szczepdw bakterii probiotycznych. W grupie tej odczyn pH ulegt obnizeniu
do 4,02 w ostatnim dniu fermentacji, co sugeruje nizszy poziom namnozenia bakterii kwasu
mlekowego. Cao i in. (2011), przeprowadzali fermentacje kapusty czerwonej i pekinskiej oraz
sataty z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus i wystodkow buraczanych. W badaniach
stwierdzili spadek wartosci pH réwniez po trzech dniach procesu fermentacji do pH okoto 4,0
I analogicznie jak w niniejszych badaniach najnizsze wartosci odnotowano do pH okoto 3,7 po
517 wdniu fermentacji bez wyraznych zmian do dnia 30. Marzo iin. (2021) podczas 48
godzinnej fermentacji wystodkow buraczanych z dodatkiem szczepoéw Lactobacillus

plantarum oraz Latobacillus casei zaobserwowali spadek wartosci pH z poziomu wyj$ciowego
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6,0 do 4,89. Winnej pracy Zheng iin. (2011) wykazali, ze traktowanie wystodkow
buraczanych szczepami Lactobacillus spp. istotnie obnizyto pH ponizej 4,5 po 14 dniach
fermentacji, natomiast dopiero po 28 dniach odnotowano spadek pH ponizej 4,0 w przypadku
Lactobcillus plantarum B38 (pH 3,91), Lactobcillus plantarum L11al (pH 3,81), Lactobcillus
plantarum 8014 (pH3,99) Lactobacillus brevis (pH 3,74) i Lactobacillus fermentum (pH 3,72).
Stwierdzono takze, ze wartosci pH ponizej 4,0 sa niekorzystne dla przezycia bakterii
probiotycznych (Yilmaz-Ersan iin. 2014). Ponadto optymalne pH dla wzrostu bakterii
Lactobacillus rhamnosus mieszcza si¢ w zakresie od 6,0 — 4,5. Zgodnie z tym stwierdzeniem
w przypadku odczynu pH najkorzystniejsze wyniki uzyskano w dniu trzecim trwania

fermentacji, zaréwno dla Lactobacillus rhamnosus jak i Pediococcus acidilactici.

Zapasnik iin. (2022) wykazali, ze laktofermentacja ma korzystny wplyw na wartos$¢
odzywcza oraz strawno$¢ zywnosci. Kwasne $rodowisko fermentacji wzmaga aktywnos¢
enzymow produkowanych przez okreslone bakterie, m.in. fitazy, amylazy, proteazy, lipazy,
modyfikujac warto$¢ odzywczg surowca poprzez hydrolize thuszczoéw, biatek i polisacharydow,
zwigkszajac biodostepnos¢ sktadnikow pokarmowych, w tym witamin i mineratoéw (Melini
i in. 2019; Sharma 2020; Chugh i Kamal-Eldin, 2020). W niniejszej pracy wykazano, wzrost
zawarto$ci suchej masy w materiatach po 6- dniowej fermentacji, zarbwno w biomasie
kontrolnej bez dodatku szczepow bakterii probiotycznych, a takze w laktoferementownanej
biomasie z udziatem Lactobacillus rhamnosus i Pediococcus acidilactici. Zjawisko to moze
by¢ zwigzane z obecnoscig melasy w wystodkach buraczanych, ktora dostarcza dodatkowych
substratow, promujgcych wytworzenie kwasu mlekowego, co z kolei wplywa na obnizenie
wartosci pH oraz zapobiega utracie suchej masy (Muck iin. 2018; Chen iin. 2017).
W odniesieniu do sktadu chemicznego, proces fermentacji z dodatkiem szczepdéw bakterii
wptynal na zredukowanie wigekszos$ci sktadnikow odzywczych, co zwigzane jest Z odzywczymi
potrzebami mikroorganizméw niezb¢dnymi do ich wzrostu irozwoju, atakze ich
wymaganiami metabolicznymi (Dallal i in. 2017). W przypadku zawartosci biatka ogdlnego
nizszy udziat tego skladnika pokarmowego w biomasach z dodatkiem szczepow
probiotycznych w porownaniu do biomasy kontrolnej, mozna wynika¢ z faktu, ze niektore
mikroorganizmy wykorzystuja amoniak, ktéry uwalniany jest w procesie katabolizmu
aminokwasoéw do wzrostu komorek bakteryjnych, co jest zgodne z obserwacjami Amanullah
I in. (2014). Ponadto wytwarzane przez bakterie LAB proteazy, rozktadaja i uwalniaja biatka,
zwigkszajac W ten sposob biodostepnos¢ wolnych aminokwasow i peptydow (Cabuk i in.

2018). Bakterie probiotyczne wplywajg takze na poprawe strawno$ci biatka oraz warto$é¢
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odzywcza surowcoéw poprzez degradacji bialek zapasowych do form rozpuszczalnych, dzieki
czemu sg lepiej przyswajalne w organizmie (Skalickova iin. 2022). Bartkiene iin (2019),
wykazali, ze zawarto$¢ biatka ogdlnego znacznie obnizyta si¢ W trakcie fermentacji produktow
ubocznych jeczmienia po 24, 48 oraz 72 godzinach odpowiednio o 29,4%, 26,8% i 21,2%
w przeliczeniu na suchg mase¢. Podobne obserwacje odnotowali Chupeerach i in. (2021), ktorzy
podczas fermentacji lisci herbaty, uzyskali tendencje spadkowa w przypadku zawarto$ci biatka.
Udziat widkna surowego jak i frakcji wiokna (NDF, ADF) wystepowaty z kolei w wyzszych
stezeniach w biomasach z dodatkiem szczepéw bakterii probiotycznych (LR i PA)
w poréwnaniu do biomasy bez dodatku mikroorganizmoéow probiotycznych (CTRL). Zjawisko
to zwigzane jest z faktem, ze bakterie kwasu mlekowego podczas fermentacji wptywaja na
wzrost poziomu NDF, ADF, co jest zgodne z Wang i in. (2018). Ponadto w fermentowanych
biomasach zawarto$¢ tluszczu surowego ulegta obnizeniu w grupie biomasy z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus, gdyz niektore bakterie LAB podczas fermentacji mogg przyczyniac
si¢ do powstawania wolnych kwasow tluszczowych, ktore jednoczesnie sg prekursorami
charakterystycznych zwigzkow zapachowych (Gardini iin. 2016). w przypadku zwigzkow
bezazotowych wyciggowych (BAW) obserwuje si¢ pomi¢dzy grupami wyzszy udziat BAW
w przypadku wystodkéw bez udziatu szczepu bakterii probiotycznych (CTRL) w porownaniu
do wystodkow laktofermentowanych z udzialem Lactobacillus rhamnosus i Pediococcus
acidilactici. Wynika to z faktu, ze BAW sklada si¢ gtownie z wielocukrow zapasowych jak
i dwucukrow oraz cukrow prostych, w zwiagzku, z czym mikroorganizmy kwasu mlekowego
wykorzystaly dostepne weglowodany, jako zrédto wegla (Papagianni, 2007). Podobne
tendencje w swoich pracach wykazali Vandenberghe iin. (2007) podczas fermentacji

wyttokéw z manioku oraz lisci oliwek (Altop i in. 2018).

Proces fermentacji wptywa takze na produkcje metabolitow wtornych, do ktorych naleza
polifenole. Zwiazki te naturalnie wystepuja W zywnosci, szczegdlnie obecne sag w owocach,
warzywach, zbozach czy niektorych przyprawach (Sharma iin. 2020; Singla iin. 2019).
Produkty bogate w polifenole s3 wysoko cenione ze wzgledu na potencjat przeciwutleniajacy,
ktory zwigksza homeostazg komorkowa redoks, zaréwno u ludzi jak i zwierzat (Basu i in. 2013;
Hurst iin. 2020; Pandey i Rizvi, 2009), atakze charakter przeciwzapalny (Chiva-Blanch
I Visioli, 2012). Syndrom metaboliczny charakteryzuje si¢ brakiem rownowagi oksydacyjnej
I ogélnoustrojowym stanem zapalnym o niskim stopniu nasilenia (Fuentes iin. 2013;
McCracken i in. 2018). W zwigzku z tym zawarte w zywnosci polifenole mogg mie¢ korzystny

wplyw na zapobieganie rozwoju chorob metabolicznych (Upadhyay i Dixit, 2015), w tym
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zwigkszenie insulinowrazliwosci (Gothai i in. 2016), modulacji masy ciata (Yang i in. 2016)
i homeostazy lipidowej (Murillo iin. 2017). Fermentacja zywnos$ci z udzialem szczepow
bakterii probiotycznych powoduje biotransformacj¢ ztozonych czgstek polifenoli do prostych
i rozpuszczalnych zwigzkoéw, wptywajgc tym samym na wzrost biodost¢pnosci, a takze wyzszy
poziom sktadnikéw bioaktywnych w fermentowanym surowcu (Hole i in. 2012; Escriva i in.
2021; Hwang i in. 2021). W niniejszych badaniach odnotowano, wzrost catkowitej zawartosci
polifenoli we wszystkich grupach doswiadczalnych w czasie procesu fermentacji.
W laktofermentowanej biomasie z dodatkiem szczepu probiotycznego Lactobacillus
rhamnosus maksymalng zawarto$¢ polifenoli wykazano w dniu 5 (0,19 mg/100g), w biomasie
z dodatkiem Pediococcus acidilactici oaraz w biomasie bez dodatku szczepow bakterii
probiotycznych w dniu 6, odpowiednio 0,18 mg/100g i 0,15 mg/ 100g. Profil polifenoli jest
zmienny w czasie fermentacji ze wzglgdu na metabolizm bakterii probiotycznych oraz wptyw
enzyméw endogennych mikroorganizmow. Obserwowane zmiany iloSciowe polifenoli
w laktofermentowanych biomasach z udzialem bakterii probiotycznych moga by¢ zwigzane
z degradacja wigzan glikozydowych materialu wioknistego, obecnego w wystodkach
buraczanych, zwickszajac dostgpnos¢ zwigzkow bioaktywnych (Jaiswal i Abu-Ghannam,
2013). Podobne wyniki uzyskali autorzy pracy, w ktorej podczas fermentacji przecieru
jablkowego z udzialem szczepu Lactobacillus rhamnosus, zaobserwowali wzrost catkowitej
zawarto$ci polifenoli w poréwnaniu do przecieru jablkowego niepoddanego fermentacji
(kontrola), odpowiednio LR 64,2 mg/ 125g, kontrola 47,02 mg/ 125g (Tenore iin. 2019).
Autorzy pracy, w ktorej produktem fermentowanym byly otreby ryzowe, wykazali, ze po 48
godzinnej fermentacji z udziatem szczepu Lactobacillus plantarum dwukrotnie wzrosta

zawartosci polifenoli w porownaniu do otrgb niefermentowanych (Nisa i in. 2019).

Antyoksydanty to zwigzki chemiczne odgrywajace kluczowa role w zapobieganiu
i obnizaniu uszkodzen oksydacyjnych wywotanych przez wolne rodniki (Aarti iin. 2017).
Nieprawidlowe mechanizmy antyoksydacyjne moga wplywaé na wystgpienie stresu
oksydacyjnego, ktory z kolei przyczynia si¢ do wystgpienia wielu chordb, w tym takze chordb
metabolicznych. Wykazano, ze niektore metabolity wytwarzane przez szczepy LAB moga
ogranicza¢ powstawanie wolnych rodnikéw, redukujac tym samym powstawanie ROS |
przyczyniajac si¢ do wzrostu wlasciwosci przeciwutleniajacych w fermentowanej zywnosci
(Kononiuk i Karwowska, 2019; Saadoun 1iin. 2021). Aktywno$¢ antyoksydacyjng
fermentowanej biomasy z wystodkoéw buraczanych przeprowadzono za pomocg trzech metod

DPPH, ABTS i FRAP. W niniejszej pracy wykazano wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna,
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zarowno W grupie kontrolnej jak i w grupach z dodatkiem mikroorganizméw probiotycznych
w dniu rozpoczynajacym fermentacje (DPPH i ABTS). W grupie kontrolnej biomasy bez
mikroorganizmow probiotycznych aktywno$¢ antyoksydacyjna okreslana wymienionymi
metodami wzrastata z kazdym dniem fermentacji. Z kolei analizujgc biomasy z dodatkiem LR
I PA obserwuje si¢ liniowy spadek stezenia zwigzkow przeciwutleniajagcych w biomasach.
Zjawisko poczatkowych wysokich warto§ci mozna wytlumaczy¢ obecnoscia W wystodkach
buraczanych melasy, ktora zawiera wysoki udzial przeciwutleniaczy (Filip¢ev iin. 2010;
Koprivica i in. 2009). Wraz z postepujaca fermentacja mikroorganizmy zuzywajg melase ze
wzgledu na obecno$¢ cukrow prostych do metabolizmu 1 wzrostu, w zwigzku z czym
aktywnos$¢ antyoksydacyjna obniza si¢. Z kolei w metodzie FRAP odnotowano wzrost
aktywnosci antyoksydacyjnej, zarowno W grupie Lactobacillus rhamnosus i Pediococcus
acidilactici w porownaniu do grupy kontrolnej. Wyniki przedstawione w pracach innych
autor6w rowniez wykazuja podobne tendencje, podczas oceny  wlasciwosci
przeciwutleniajgcych fermentowanego napoju warzywno- owocowego, najlepsze parametry
aktywnosci antyoksydacyjnej wystapity miedzy 4 a 8 dniem fermentacji (Yang iin. 2018).
Podobne wyniki otrzymano w pracy gdzie analizowano wplyw fermentacji soku z papai
z uzyciem szczepow Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus plantarum, w tym przypadku
zawartos¢ ABTS znaczaco spadta podczas 48 godzinnej fermentacji z udziatem Lactobacillus
acidophilus, natomiast najwyzsza warto$¢ uzyskano po 36 godzinnej fermentacji, w przypadku
DPPH z udziatem tego szczepu aktywno$¢ rowniez miata tendencje spadkowa po 48 godzinach.
Z kolei fermentacja z Lactobacillus plantarum wykazata wzrost ABST oraz DPPH po 48h
(Chen i in. 2018).

Proces fermentacji wplywa takze na wzrost zawartosci W surowcach
krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (KKT), ktore wykazuja dziatanie prozdrowotne
dla organizmu. Zwigzkom tym przypisuje si¢ ich korzystny wpltyw na wzrost integralnosci
btony jelitowej (Silva i in. 2020), niwelowanie prozapalnych odpowiedzi immunologicznych
(Parada Venegas iin. 2019), atakze zmiang¢ sygnalizacji szlakow w komorkach organizmu
(Tani in. 2014). Wykazano, ze KKT mogg by¢ takze produkowane przez heterofermentatywne
bakterie kwasu mlekowego, poprzez szlak fosfoketalozy pentozowej (Pessione iin. 2012).
Kroétkotancuchowe kwasy tluszczowe spozywane z dieta przynosza wiele korzySci
zdrowotnych, w tym takze w odniesieniu do choréb metabolicznych, poprzez przeciwdziatanie
otylosci wywolanej dieta oraz dziatanie ochronne przed insulinoopornoscig poprzez

uczestnictwo w metabolizmie glukozy (Byrne i in. 2015; Sahuri-Arisoylu i in. 2016; DeVadder
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I in. 2014). Wykazano takze, ze KKT odgrywa kluczowa role, w metabolizmie cholesterolu,
glukozy, atakze lipidow (Besten iin. 2013). Produkty otrzymane na bazie laktofermentacji
z dodatkiem szczepow Lactobacillus spp. bogate sg w kwas mlekowy, octowy oraz niewielkie

ilosci kwasu mastowego i propionowego (Hati i in. 2019).

W niniejszych badaniach, analizujagc udzial poszczegdlnych kwasow organicznych
w biomasach z wystodéw buraczanych bez dodatku mikroorganizméw probiotycznych oraz
z udziatlem szczepdéw Lactobacillus rhamnosus (LR) i Pediococcus acidilactici (PA) we
wszystkich grupach do$wiadczalnych, wykazano najwyzsza zawarto§¢ kwasu octowego,
nastepnie mlekowego, maslowego | najnizsze stgzenie kwasu propionowego. Najwyzsza
zawarto$¢ kwasu octowego W biomasach z dodatkiem szczepow bakterii probiotycznych
zwigzana jest z heterofermentacyjnym charakterem bakterii LAB (Axelsson iin. 2004).
Ponadto odnotowano, ze wysokie st¢zenia kwasu octowego i mlekowego wykazuja dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe dla grzybow i bakterii patogennych w czasie fermentacji (Mieszkin
iin. 2017). Kwas mlekowy zaobserwowano pod koniec procesu fermentacji, co moze by¢
zwigzane z dhuzszym czasem degradacji wiokna wystodkow oraz utrudnionym dostepem do
cukrow prostych pochodzacych z melasy w poczatkowych dniach fermentacji. Podczas oceny
organoleptycznej biomasy zaréwno z LR jak i PA odnotowano przyjemny zapach biomas.

Niemniej jednak autorzy jednej z prac wykazali, ze fermentowany Sok marchwiowy
z udziatem Lactobacillus rhamnosus cechuje si¢ zwigkszonym udziatem KKT (kwas octowy
0,42 mg/ml, kwas propionowy 0,72 mg/ ml, kwas mastowy 0,95 mg/ ml) w poréwnaniu do
soku bez udzialu mikroorganizméw probiotycznych (kwas octowy 0,16 mg/ ml, kwas
propionowy 0,51, kwas mastowy 0,64 mg/ ml). Ponadto wtej pracy autorzy za efekt
zwigkszonej produkcji KKT w fermentowany soku uznali fermentacje wtokna pokarmowego
obecnego w marchwi (Hu iin. 2019). W badaniach analizujacych udziat poszczegdlnych
krotkotancuchowych kwasow thuszczowych w produkcie na bazie fermentowanego napoju
ryzowego, Z ktorego wyizolowano pig¢ szczepdw bakterii Lactobacillus wykazano najwieksza
produkcje¢ kwasu octowego, nastgpnie mlekowego 1 niewielkie ilosci kwasu mastowego (Hati
i in. 2019). Podobne obserwacje odnotowano podczas 24 godzinnej fermentacji szczepem
Lactobacillus spp., w ktorej nastgpit wzrost KKT, wtym octanu, propionianu i maslanu
w mleku odtluszczonym uzupetnionym dodatkowo inuling, jako prebiotyk, co sugeruje

synergiczne dziatanie szczepu I substratu (Asarat i in. 2015).
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Proces fermentacji wplywa takze na obnizenie cukrow prostych w matrycy
zywnosciowej. Mikroorganizmy probiotyczne, w zalezno$ci od szczepu mogg metabolizowaé
rézne rodzaje weglowodanow, dzigki enzymom: transportery ABC, hydrolazy glikozylowe,
a takze uktady fosfotransferazy i fosfoenolopirogronianowy (Pokusaeva i in. 2011). Bakterie
probiotyczne wykorzystuja monosacharydy do wzrostu irozwoju, przeksztalcajac je do
kwasow organicznych (Kelly iin. 2021; Wang iin. 2021). Ponadto w czasie fermentacji
weglowodandéw przez bakterie probiotyczne powstaja egzopolisacharydy, ktore jak wykazano
wplywajg na wlasciwosci organoleptyczne, a takze majg charakter prebiotyczny (Baruah i in.
2022; Oerlemans i in. 2021).

Sktadniki diety, takie jak cukry maja kluczowy wplywa na regulacje masy ciala oraz
stezenia glukozy we krwi po positku. Przyjmuje sig, ze pasze dla koni z EMS powinny zawiera¢
<10% weglowodanow niestrukturalnych (Durham i in. 2019).

Analizujac zawarto$¢ sacharozy W badanych materialach biomasy 2z wystodkow
buraczanych zaobserwowano jej liniowy spadek wraz z postepujacym procesem fermentacji
we wszystkich grupach doswiadczalnych. W grupie kontrolnej bez udzialu bakterii
probiotycznyh od dnia trzeciego odnotowano catkowite obnizenie zawartosci Sacharozy,
zjawisko to moze by¢ spowodowane namnozeniem i dziatalnoscig innych mikroorganizméw
I grzybow podczas fermentacji, ktore szybko wykorzystujg i metabolizujg cukry do wzrostu.
Natomiast w laktofermentowanej biomasie z udziatem Lactobacillus rhamnosus i Pediococcus
acidilactici obserwowano rownomierng degradacje sacharozy, co odzwierciedla takze spadek
wartosci pH i obecno$é kwasu mlekowego pod koniec procesu fermentacji.

Wyniki uzyskane podczas profilowania weglowodanow W dniu rozpoczynajacym proces
fermentacji oraz w dniu ostatnim, wskazujg na potencjalng rolg obu szczepow W ograniczeniu
zawartosci cukrow prostych, ktore moga wptynaé na fenotyp metaboliczny, W poréwnaniu do
grupy bez udziatu bakterii probiotycznych. Poczatkowo sacharoza stanowita najwieksza czes¢
weglowodanéw W biomasie w poszczegolnych grupach doswiadczanych. Zwigzane jest to
Z udziatem melasy z burakow cukrowych, ktora zawarta byta w surowcu wyjsciowym. Melasa
Z burakow cukrowych zawiera na ogot okoto 50- 60% sacharozy (Palmonari i in. 2020) i jest
czesto stosowania W procesach fermentacji w celu obnizenia pH, a co za tym idzie zakwaszenia
materialu kiszonkarskiego poprzez dostarczenie cukrow redukujacych dla wzrostu bakterii
LAB (Liu iin. 2020). Obecna fruktoza oraz glukoza w przypadku PA powstata
prawdopodobnie podczas metabolizowania sacharozy. Co ciekawe, juz na poczatku
fermentacji, atakze na koncu obecna jest tagatoza. Tagatoza jest cukrem o niskiej

kalorycznosci, W smaku zblizonym do sacharozy, przy czym zawiera okoto 30% kalorycznosci
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sacharozy (Kim iin. 2004). Cukier ten uznany jest takze jako $rodek niskoglikemiczny ze
wzgledu na niska absorbancje i metabolizowanie w organizmie. Ponadto wykazano, ze po
spozyciu nie wptywa na wzrost glukozy we Krwi, atakze obniza mase ciala oraz niweluje
objawy zwigzane z cukrzyca typu II (Jergensen i in. 2004). W grupie z udzialem Peciococcus
acidilactici mozna zaobserwowac¢ takze niewielki udziat sorbitolu/ mannitolu. Cukry te naleza
do cukrow alkoholowych, zwane takze poliolami charakteryzuja si¢ niska kaloryczno$cia,
niskim indeksem glikemicznym, ponadto wykazuja wtasciwosci prebiotycznie, podobnie do
tagatozy. Alkohole cukrowe wptywajg takze korzystnie na stan zdrowia gospodarza, mi¢dzy
innymi zapobiegaja wystapieniu cukrzycy oraz otytosci, maja wlasciwosci antyoksydacyjne
(Cakir, 2019). Wykazano takze, ze bakterie heterofermentujace bakterie LAB wytwarzaty
mannitol wykorzystujac fruktoze jako akceptora elektronow, co jest zgodne z niniejszymi
wynikami, poniewaz w ostatnim dniu fermentacja (dzien 6) fruktoza zostata catkowicie
wykorzystania przez bakterie probiotyczne (Wisselink in. 2002). W ostatnim dniu fermentacji
stwierdzono wysoki udziat sacharozy jedynie w grupie bez dodatku mikroorganizméw LAB 0
1%, natomiast w grupie z udzialem mikroorganizméw sacharoza zostata zuzyta przez
Lactobacillus rhamnosus o 87,4 % oraz Pediococcus acidilactici o 91,7%. Metabolizm
fermentacyjny szczepow bakterii mlekowych powoduje, ze sa odpowiednie do produke;ji
alkoholu cukrowego, takze W podczas fermentacji zywnos$ci (Monedero i in. 2010). Autorzy
innej pracy podczas fermentacji wytlokéw z brzoskwini bez udzialu mikroorganizmow
zaobserwowali niewielki spadek sacharozy z 24,58 mg/ ml w godzinie 0 do 24,54 mg/ ml w 60
godzinie fermentacji. Z kolei podczas fermentacji wytlokow z dodatkiem Lactobacillus
plantarum Yang i in. (2022) odnotowali spadek z 24,53 mg/ ml w godzinie 0 do 23,37 mg/ ml
po 60 godzinnej fermentacji. W tej pacy wykazano obecnos¢ fruktozy, glukozy i sorbitolu takze
W grupie bez udzialu mikroorganizméw LAB. W przypadku fermentowanych wyttokoéw
zawarto$¢ sorbitolu rowniez wzrosta z poziomu 0,77 mg/ ml do 0,80 mg/ ml po 60 godzinach.
Takze zawarto$¢ fruktozy ulegta obnizeniu w sfermentowanych wyttokach z 3,57 w godzinie
0 do 2,13 w ostatnim dniu fermentacji. Z kolei zawartos¢ glukozy obnizyta sie z 3,04 do 1,69
po 60 godzinach. Inni autorzy podczas fermentacji rokitnika nie wykazali istotnych roznic
w zawartosci fruktozy oraz sorbitolu podczas 72 godzinnej fermentacji przez Lactobacillus

plantarum, ponadto odnotowali wyzszy udziat cukrow ogétem (Tkacz i in. 2020).
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6.2. Efekt zastosowania laktofermentowanych wyslodkow buraczanych na komérki

progenitorowe pochodzace z tkanki thuszczowej koni (ASC)

Kluczowym objawem zespolu metabolicznego koni (EMS) jest otytos¢, ktora
w konsekwencji moze prowadzi¢ do insulinoopornosci. Tkanka tluszczowa oprocz
magazynowania energii jest narzagdem aktywnym, zarowno metabolicznie jak i hormonalnie,
wplywajac W ten sposéb na funkcje innych narzadéw w organizmie. Ponadto tkanka
tluszczowa jest zrodlem wydzielania cytokin iadipokin o charakterze pro- jak
i przeciwzapalnym, a takze moze akumulowac czynniki stresu oksydacyjnego, ktore odgrywaja
kluczows role w rozwoju EMS (Marycz i in. 2016; Suagee i in. 2012; Vick i in. 2007; Frank,
2010).

W niniejszych badaniach przebadano wptyw ekstraktow z laktofermentowanych
wystodkow buraczanych na komoérkach progenitorowych pozyskanych z tkanki thuszczowej
pochodzacych od koni cierpigcych na syndrom metaboliczny. w tym celu, dodatkowo
zastosowana tunikamycyne, naturalnie wystepujacy antybiotyk, wywotujacy stres retikulum
enodplazmatycznego (ER), ktory jest dodatnio skorelowany z apoptoza w adipocytach (Cnop
iin. 2012; van der Kallen iin. 2009). Jak podajg dane literaturowe stres ER wywoluje
insulinooporno$¢, atakze prowadzi do uszkodzenia mitochondridow i indukcji stresu
oksydacyjnego, konsekwencja czego jest wystapienie stanu zapalnego (Okla i in. 2015; Alicka
i Marycz 2018; Chaudhari iin. 2014). W zwigzku z tym, ze dieta odgrywa istotng role
w zapobieganiu i/lub leczeniu syndromu metabolicznego u koni, postawiono hipoteze, ze
laktofermentowane wystodki buraczane z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus beda wptywaty
na funkcje metaboliczne, wtym zapobiegaly apoptozie komorek progenitorowych

pochodzacych z tkanki thuszczowej koni.

Pierwszym etapem bylo okreslenie odpowiedniego st¢zenia dla laktofermentowanych
ekstraktow z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) oraz
fermentowanych ekstraktow bez obecnosci mikroorganizmow probiotycznych (CTRL’)
wptywajacych na zywotnos¢ komorek ASC. Badania wykazaty, ze ASC pochodzace od koni
z EMS cechuja si¢ niska zywotnos$cig, atakze sg skorelowane ze stresem oksydacyjnym
(Kornicka i in. 2019). W niniejszym badaniu okreslajacym wplyw ekstraktow z dodatkiem LR,
a takze ekstraktu bez dodatku szczepu bakterii probiotycznych na komorki, nie wykazano

efektu cytotoksycznego w stezeniu 500 ng/ mL oraz nizszym.
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Mezenchymalne komorki macierzyste (MSC) posiadajg unikalne cechy, wtym
wlasciwosci regeneracyjne, immunomodulujace 1 miltipotencjalne, modulujg proliferacje
komorkowg i biorg udzial w starzeniu komérkowym, dlatego staly sie przedmiotem wielu

badan w medycynie ludzkiej jak i weterynaryjnej (Kornicka i in. 2018).

Migracja komorek jest niezbednym i $cisle regulowanym procesem prowadzacym do
ksztaltowania tkanek, ich unaczynienia, atakze gojenia ran. Regeneracja uszkodzen jest
uporzadkowanym procesem odbudowy prawidlowej struktury tkanek (Grada iin. 2017).
Pierpont i in. (2014) wykazali, ze przewlektly stan zapalny towarzyszacy otytosci zwigzany jest
Z uposledzeniem metabolizmu glukozy, atakze przyczynia si¢ do zaburzenia gojenia ran.
W niniejszej pracy traktowanie komorek ekstraktem z wystodkow buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnousu pobranym w dniu trzecim fermentacji (LR3’+T), wykazato wzrost
tempa migracji komorek ASC na poziomie 80% po 24 godzinach inkubacji. Podobnie Han i in.
(2019) w swoich badaniach uzyli szczepu Lactobacillus reuteri, gdzie po 72 godzinach
inkubacji komorek macierzystych dzigset (GMSC), szczep ten doprowadzil do zwigkszone;j

zdolno$¢ migracyjnej, W poréwnaniu Z grupg kontrolng, bez dodatku szczepu probiotycznego.

W biezacych badaniach wykazano takze wysoka zdolnos$¢ do tworzenia kolonii W tescie
CFU-F pod wplywem ekstraktu pobranego W dniu drugim (LR2’+T) trwania fermentacji na
poziomie okoto 45% CFU-F, co dawalo wynik najbardziej zblizony do komoérek hodowanych
w medium pelnym, dla ktérego CFU-F wynosito okoto 55%. Podobne obserwacje uzyskano
takze po zastosowaniu ekstraktu pobranego W dniu trzecim (LR3’+T) (okoto 42% CFU-F). W
tescie czasu podwojenia populacji komorek (PDT) wykazano, ze komorki ASC traktowane
ekstraktem LR pobranym w dniu trzecim (LR3’+T) potrzebowaly okoto 30 godzin na
podwojenie populacji, co daje wynik zblizony do komoérek hodowanych w medium pelnym

(PDT = 20 godzin).

Komorki macierzyste charakteryzuja si¢ Wysokim potencjatem proliferacyjnym oraz
zdolnos$cia do roéznicowania si¢ (Salem i in. 2010). Frazier i in. (2013) wykazali, ze komorki
ASC pobrane od otylych osobnikéw miaty nizszy potencjal proliferacyjny in vitro. Ponadto
stwierdzono, ze ASC pobrane od koni z EMS cechuja si¢ nizsza aktywnoscia proliferacyjna,
a takze obnizong ekspresja markera Ki-67 (Marycz i in. 2016). Biatko wewnatrzjadrowe Ki-67
jest powszechnie znanym markerem proliferacji, poniewaz jest aktywny we wszystkich fazach
cyklu komoérkowego G1, S, G2, M, oprocz fazy spoczynkowej (GO) (Scholzen iin. 2000).

W celu sprawdzenia wptywu laktofermentowanych wystodkéw buraczanych z dodatkiem
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Lactobacillus rhamnosus na ekspresjc markera Ki-67 przeprowadzono barwienie
immunofluorescencyjne. Uzyskane dane wskazuja, ze ekstrakty z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus wptywaja na wzmozong ekspresj¢ markera proliferacji, co skutkowato pojawieniem

si¢ sygnalu czerwonego $wiadczgcego o obecnos$ci biatka Ki-67 w komorkach (Alicka i in.

2020).

MikroRNA to stosunkowo nowe biomarkery, ktore stuza do wykrywania wielu chorob.
Deregulacje  miRNA opisano w cukrzycy typu IlI, syndromie metabolicznym, czy
niealkoholowym sttuszczeniu watroby (Bracken i in. 2016). Sugeruje si¢, ze otylos¢ skutkuje
rozregulowaniem ekspresji miR w tkance thuszczowej, co z kolei dotyczy zmian w ekspresji
genow zwigzanych z oporno$cig na insuling (Ibarra iin. 2021). Zastosowanie ekstraktow
z laktofermentowanych wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus
zredukowato ekspresje miR-101 oraz miR- 17 w komoérkach ASC, co zwigzane jest Z wyzszym
tempem proliferacji. Natomiast odwrotny efekt zaobserwowano w ekstraktach bez dodatku
szczepow bakterii probiotycznych, gdzie ekspresja zarowno miR-101 jak i miR- 17 byta
istotnie wyzsza W porownaniu do tunikamycyny. Wyzsze ekspresje miR- 101 oraz miR- 17
prowadza do zwigkszenia apoptozy oraz starzenie si¢ roznych typow komoérek w tym takze
mezenchymalnych komoérek macierzystych (MSC). Badania wskazuja takze, ze miR- 101 jest
podwyzszony W SUrowicy u 0sob cierpiacych na cukrzyce typu II (T2D), a takze w biatej tkance
tluszczowej (WAT) najadrza u myszy karmionych dieta wysokotluszczowa (Higuchi i in.
2015).

Apoptoza, czyli zaprogramowana $mier¢ komoérki odgrywa istotng rolg w zachowaniu
homeostazy komorek i tkanek (Elmore 2007; Fuchs i Steller, 2011). W regulacji apoptozy
uczestniczg biatka nalezace do rodziny BCL2 (ang. B cell lymphoma 2). Bialka te pomimo
podobnej struktury, pelnig odmienne funkcje, gdyz wplywaja na hamowanie sygnalow
apoptotycznych (biatko BCL2) badz dziatajg proapoptotycznie inicjujac $mier¢ komorki za
pomoca innych biatek bioragcych wudzial w apoptozie (m.in. BAD, BAX, BAK).
Proapoptotyczne biatka zawierajace pojedyncza domene BH3, do ktérych nalezy m.in. BAD,
wykrywa i przekazuje sygnaty apoptotyczne iaktywuj¢ biatka BAX i BAK. Zkolei te
wielodomenowe proapoptotyczne biatka BAX i BAK, wywotuja destabilizacje zewngtrznej
btony mitochondrialnej i w konsekwencji uwalniajg czynniki apoptogenne tj. cytochrom c
z mitochondriéw do cytozolu (Letai, 2008; Kelly iin. 2011). Nastepnie cytotoksyczne szlaki
sygnatowe powodujg aktywacj¢ czynnika apoptotycznego aktywujacego proteaze- 1 (Apaf-1)

kaspaz efektorowych, czego konsekwencja jest Smier¢ komorek (Alkhouri iin. 2010). Inng
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sciezka aktywacji apoptozy jest uruchomienie genu p53. Czynnik transkrypcyjny o
wlasnosciach supresora nowotworowego (p53) bierze udzial w wewnatrzkomorkowej Sciezce
apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenie DNA. Kluczowym czynnikiem wplywajagcym na
uszkodzenie DNA w otylosci jest stres oksydacyjny, a takze stan zapalny o niskim stopniu
nasilenia (Setayesh i in. 2018; Cerda i in. 2014; Wlodarczyk i in. 2018; Zaki i in. 2018). Gen
p53 prowadzi do zahamowania antyapoptotycznych biatek BCL2, co w konsekwencji prowadzi
do aktywacji biatek proapoptotycznych (Perez-Galan i in. 2006).

Dane literaturowe wskazuja, ze ekspresja proapoptotyczych genow jest podwyzszona u
koni z EMS (Marycz iin. 2016). Podczas rozwoju otylosci ekspansja tkanki thuszczowej
wplywa na aktywacje sygnalizacji apoptotycznej, wtym szlakow mitochondrialnych
i jadrowych. W niniejszych badaniach wykazano, ze ekstrakty z laktofermentowanych
wystodkow buraczanych obnizaja ekspresje gendéw proapopotycznych tj. p53 ip21, BAX
i BAD, co jest skorelowane z obserwacja obnizenia ekspresji kaspazy 3 i kaspazy 9. Ponadto
nie zaobserwowano aktywnego biatka kaspazy 3 w barwieniu immunofluorescencyjnym
w ekstrakcie pobranym w dniu trzecim (LR3’+T) fermentacji. Stwierdzono réwniez, ze
ekstrakty z dodatkiem LR nie wplywaja na wzrost ekspresji BCL2 w komorkach ASC
W porownaniu do traktowania komorek tunikamycyng, co jest analogiczne do wynikow
Mularczyk i in. (2021). Potwierdzeniem uzyskanych wynikow byto sprawdzenie czy dochodzi
do uwolnienia cytochromu ¢, w zwiagzku z inicjacja szlaku apoptotycznego mitochondrialnego
(BAD, BAX) (Marycz i in. 2016). Podczas barwienia immunofluorescyjnego cytochromu c,
zaobserwowano redukcje czerwonego sygnatu, po zastosowaniu ekstraktu pobranego w dniu
szostym (LR6’+T). Zblizone wyniki uzyskali Sharma iin. (2011), ktorzy oceniali wptyw
probiotykéw Lactobacillus acidophilus i Enerococcus lactis w hepatocytach. Autorzy Ci
obserwowali obnizenie ckspresji bialka proapoptotycznego BAX po zastosowaniu
probiotykow, a uwalnianiu cytochromu ¢ do cytozolu w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(traktowanie komorek acetominofenem). Podobnie traktowanie komodrek watroby przy
NAFLD Lactobacillus rhamnosus LV108 obnizyto ekspresj¢ cytochromu, co $wiadczyto o
zahamowaniu apoptozy (Qu iin. 2018). Traktowanie mysich komodrek watrobowych
probiotykiem Enetrococcus lactis wptyneto na zmniejszenie aktywacji kaspaz 3 oraz kaspazy
9, BAX oraz cytochromu ¢ (Sharma i in. 2012).

W przeprowadzonym te$cie wykrywania apoptozy za pomocag testu Aneksyny V,
odnotowano wyrazny wzrost procentu zywych komorek po zastosowaniu ekstraktow

z dodatkiem szczepu probiotcznego z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus w poréwnaniu do
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komorek traktowanych TUN. Jednocze$nie zaobserwowano obnizenie procentu martwych
komorek po wprowadzeniu ekstraktu z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus, co jest zgodne
z Mularczyk i in. (2021).

Zaburzenie potencjalu mitochondrialnego jest istotnym czynnikiem W Stresie
oksydacyjnym i nadprodukcji reaktywnych form tlenu, a co za tym idzie aktywacji szlakow
proapoptotycznych w komorkach u koni cierpigcych na EMS. Ekstrakt z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus wptynat na spadek catkowitej liczby
zywych imartwych komorek wykazujacych zdepolaryzowany potencjal  blony
mitochondrialnej w ASC. Mularczyk iin. (2021) wykazata podobny efekt po zastopowaniu
emulsji bogatej w probiotyki na komorki HepG2 pochodzace od koni. Przyjmuje si¢, ze stres
oksydacyjny zwigzany jest Z wieloma zaburzeniami organizmu m.in. otyto$cig, syndromem
metabolicznym, insulinoopornoscig i Stanami zapalnymi (Morgan iin. 2015). Tkanka
thuszczowa jest dodatnio skorelowana z ryzykiem wstagpienia EMS, w zwigzku z tym ten
endokrynny narzad jest Zrédtem reaktywnych form tlenu, ktore przy wysokich stezeniach moga
mie¢ negatywne skutki na biatka, lipidy i DNA. Wykazano takze, wzrost reaktywnych form
tlenu (ROS) w tkance tluszczowej otylych myszy, co jest skorelowane ze zmniejszong
ekspresja enzymow antyoksydacyjnych (Furukawa iin. 2004). Do kluczowych enzymow
antyoksydacyjnych w komorce nalezy dysmutaza ponadtlenkowa 1 (SOD1 lub Cu/ZnSOD),
ktora obecna jest W cytozolu komorki iodpowiada za 70 — 80% catkowitej aktywnoS$ci
komorkowej SOD (Lewandowski iin. 2018; Perry iin. 2010). Drugim znanym enzymem
antyoksydacyjnym jest dysmutaza ponadtlenkowa mitochondrialna (SOD2 lub MnSOD), ktéry
odpowiada za neutralizacje anionu ponadtlenkowego, zapobiegajac aktywacji biatek
rozprzegajacych (UCPs). Bialka te z kolei sg odpowiedzialne za wydzielanie insuliny,
w zwigzku z czym utrzymanie SOD2 na odpowiednim poziomie ma istotne znaczenie
w kontekscie otytosci (Echtay iin. 2002; Echtay i in. 2002; Krauss i in. 2003). Wykazano
takze, ze ROS jest zwigckszone W tkance tluszczowej otylych myszy co zwigzane jest ze
zmniejszong ekspresja enzymow antyoksydacyjnych np. SOD. Ponadto nadmierna akumulacja
reaktywnych form tlenu (ROS) przyczyna si¢ do zaklocenia szlaku sygnatowego insuliny
prowadzgc do insulinoopornosci (IR) (Marycz iin. 2018). W niniejszych badaniach
zastosowanie ekstraktow z dodatkiem LR wptyngto na zmniejszenie reaktywnych form tlenu
(ROS) w poréwnaniu do traktowania komoérek tunikamycyng oraz poprawe ekspresji SOD2,

ktory odpowiedzialny jest za ochrong komorek przed apoptozg mitochondrialng.
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Jedng ze skladowych elementow syndromu metabolicznego jest otytos¢, w ktorej
obserwuje si¢ podwyzszong ekspresje markeréw prozapalnych, co w konsekwencji prowadzi
do wystapienia Stanu zapalnego o niskim stopniu nasilenia (Stepien iin. 2014). Tkanka
thuszczowa, oprocz magazynowania energii jest takze aktywnym narzadem metabolicznym
I wydziela zaro6wno cytokiny przeciwzapalne tj. IL-4, IL-10, IL-13, atakze cytokiny
prozapalne, wtym IL1B, IL6 oraz TNFo (Kershaw i Flier, 2004; Rasouli i Kern, 2008).
Wykazano, ze nadmierne wydzielanie cytokin prozapalnych tj. TNFa, IL-6 i IL1B prowadzi do
ogoblnoustrojowego i miejscowego stanu zapalnego u koni z syndromem metabolicznym.
W niniejszym badaniu odnotowano, ze ekstrakt z laktofermentowanych wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus pobrany w dniach drugim (LR2’+T) oraz
trzecim (LR3’+T), wptynat na obnizenie cytokin prozapalnych tj. interleukiny 1P, czynnika
martwicy nowotworu- o (TNFa) oraz interleukiny 6. Z kolei nie zaobserwowano obnizenia
ekspresji w przypadku cytokin przeciwzapalnych tj. interleukiny (IL)-10 i interleukiny (IL)-4
oraz transformujacego czynnika wzrostu (TGFp). Natomiast wykazano wzrost ekspresji
przeciwzapalnej interleukiny (IL)-13 w ekstraktach pobranych w dniu pierwszym (LR1’+T)
oraz drugim (LR2’+T). IL-13 jest obecna w tkance ttuszczowej ichroni przed rozwojem
insulinoopornosci. Podobne wnioski zaobserwowali badacze, ktorzy wykazali obnizenie
cytokin prozapalnych IL-1B, TNFa iIL-6 w surowicy otylych myszy po suplementacji
Lactobacillus fermentum, a takze podwyzszenie cytokin przeciwzapalnych tj. IL-4 oraz IL-10
(Wu iin. 2021). Autorzy innej pracy wykazali, ze suplementacja przez 10 tygodni
Lactobacillus paracrrasei rowniez obnizyta ekspresj¢ markerow zapalnych (TNFa, IL-1f oraz
IL-6) wtkance tluszczowej u myszy otylych oraz zwigkszyla ekspresje gendow
przeciwzapalnych interleukiny (IL)-10 (Ji iin. 2022). Produkowane w stanach zapalnych
tkanki tluszczowej cytokiny prozapalne takie jak IL-18, TNFa, IL-6 prowadza do zaburzen
usuwania glukozy z organizmu, atym samym zwigkszaja prawdopodobienstwo rozwoju
insulinooporno$ci (Suagee iin. 2012). W badaniach in vitro wykazano, ze TNFa wplywa
znaczgco na obnizenie ekspresji biatka GLUT4, atakze substratu receptora insuliny IR.
Podobnie IL- 1B obniza wychwyt glukozy stymulowany insuling W komérkach thuszczowych
(adipocytach), poprzez zmniejszenie poziomu transportera glukozy typu IV (GLUT4), a takze
ilos¢ biatka IRS-1. W badaniu na mysim modelu karmionych dieta wysokottuszczowa po
podaniu preparatu z udziatem Lactobacillus rhamnosus JL1 stwierdzono takze obnizong
ekspresje gendw prozapalnych tj. IL13, TNFa i IL6. W zwigzku z tym wykazano, ze probiotyk
ten moze korzystnie wplywa¢ na poprawe zaburzen metabolizmu lipidéw oraz obnizy¢ stan

zapalny wywotany nagromadzeniem tluszczu (Yang iin. 2021). W badaniach na myszach

127



z cukrzycg odnotowano obnizenie poziomu IL1J i TNFa w przypadku podawania metforminy
W potaczeniu z fermentowang pasta warzywna (Zulkawi iin. 2018). Nastepnie réwniez u
myszy zywionych dieta wysokottuszczowa synergiczne dzialanie B-glukanow pochodzacych
Z jeczmienia, atakze Lactobacillus plantarum S58 znaczgco obnizylo poziom cytokin
zapalnych (p < 0,05) w poréwnaniu do kontroli (Tang iin. 2020). W przypadku myszy u
ktorych poczatkowo wywotlano otylos¢ dieta wysokotluszczowa, nastgpnie zostaty karmione
dieta na bazie skorki cytryny poddanej 24h fermentacji z udziatem Leuconostoc mesenteroides
wykazano znacznie podwyzszong ekspresje cytokin przeciwzapalnych w surowicy w tym I1L10,
IL 4 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Natomiast znacznie zmniejszyl si¢ udziat IL6, TNFa
I IL1B (Pan iin. 2022). Podobnie myszy suplementowane dodatkiem Lactobacillus
fermentum wykazywaly zwigkszenie udziat cytokin przeciwzapalnych IL- 10 ilL- 4, co

$wiadczy o hamujacym niskiego stopnia zwigzanego z otytoscig (Wu i in. 2021).

Nadwaga wpltywa na przys$pieszenie starzenia tkanki tluszczowej, co jest S$cisle
powigzane z wystepowaniem Stresu oksydacyjnego i zapaleniem (Santos i Sinha, 2021; Ouii in.
2022). Proces starzenia komorkowego wptywa na zmiany na poziomie molekularnym,
komorkowym oraz organizmu (Tollefsbol, 2007). Zmiany takie jak stres oksydacyjny,
uszkodzenie DNA oraz skrocenie telomeréw moze prowadzi¢ do starzenia, gdzie komorki
przechodza szereg zmian metabolicznych i morfologicznych i w konsekwencji przestaja si¢
dzieli¢ (Ben-Porath i Weinberg, 2005). Ponadto starzenie si¢ komorek zwigzane jest
z zatrzymaniem proliferacji, powickszeniem jadra komoérkowego i nabyciem prozapalnego
fenotypu wydzielniczego (Gorgoulis iin. 2019). Jednym z dobrze przebadanych markerow
starzenia jest SA- B- galaktozydaza (SA-B-gal) (Huang i Rivera-Pérez, 2014). W niniejszych
badaniach wykazano zmniejszony procent komorek SA-B-gal™ po traktowaniu komorek ASC
ekstraktami z wystodkow buraczanych z udziatem LR, z tym, Ze najlepszy wynik (spadek
ponizej 40%) uzyskano w ekstrakcie pobranym w dniu trzecim (LR3’+T). Podobne wyniki
uzyskali Kumar i in. (2020), ktorzy oceniali wptyw Lactobacillus fermentum na starzenie si¢

preadipocytow.

Nadmierne nagromadzenie tkanki tluszczowej, a takze zwigzana z tym faktem otytos¢
moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju insulinoopornosci zarowno u ludzi jak ikoni. Tkanka
thuszczowa jest jednym z najbardziej wrazliwych na insuling organow, zaraz obok watroby
i tkanki miesniowej (Longo i in. 2019). Mechanizm wigzania insuliny na powierzchni komorek
rozpoczyna si¢ od kaskady zdarzen, w ktorej gtdéwng role odgrywa receptor insuliny (INSR),
nalezacy do klasy receptorow kinazy tyrozynowej (Ward i Lawrence, 2009). Po aktywacji

128



INSR dochodzi do rekrutacji bialek zwanych receptorami substratu insuliny (IRS),
W nastepstwie czego poprzez MPK/ PI3K reguluja dalsza odpowiedZz komorki na insuling
(Gutiérrez-Rodelo i in. 2017). W niniejszych badaniach traktowanie komorek ASC ekstraktami
z wystodkow buraczanych nie wptyneto na wzrost ekspresji genu receptora insuliny (INRS),
substratu receptora insuliny (IRS), w poréwnaniu do traktowanych komorek tunikamycyna.
Autorzy innych prac wykazali, ze Lactobacillus plantarum stymulowal wychwyt glukozy
w mysich adipocytach 3T3- L1, atakze regulowal ekspresje mRNA IRS zwigzanych
z metabolizmem glukozy (Lee i in. 2018). Ponadto suplementacja Lactobacillus casei u myszy
wplyneta na aktywacje szlaku PI3K/AKT poprzez zwigkszenie ekspresji mRNA IRS, AKT
I PI3K w watrobie u myszy z cukrzyca typu II. W niniejszych badaniach wykazano takze
obnizong ekspresje transportera glukozy typu 4 (GLUT4), ktory posredniczy W stymulowanym
przez insuling wychwycie glukozy zarowno w adipocytach jak i tkance thuszczowej. Wysokie
poziomy ekspresji GLUT4 korelujg ze zwigkszong wrazliwos$cia na insuling. Autorzy innych
prac odnotowali zwigkszone poziomy GLUT4 w tkance tluszczowej myszy po suplementacji
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus crispatu oraz Bacillus subtilis (Memarrast iin. 2017).
Podobnie zaobserwowano podwyzszong ekspresje dla receptora glukozy GLUT4 w komoérkach
thuszczowych myszy po zastosowaniu Lactobacillus casei. Natomiast odwrotne korelacje
zaobserwowal Jangra iin. (2019), gdzie Lactobacillus casei podawany wraz z dietg
wysokotluszczowa mysza, nie roznit si¢ istotnie od grupy otrzymujacej wylacznie diete

wysokottuszczowa.

Wykazano, ze niektore MikroRNA tj. miR- 103 oraz miR- 107 s3 zaangazowane
w metabolizm energetyczny organizmu, w tym w regulacj¢ sygnalizacji insuliny i homeostaze
glukozy (Wilfred iin. 2007; Rottiers i Naar, 2012). W niniejszej pracy wykazano obnizong
ekspresj¢ wymienionych MikroRNA, szczegodlnie w ekstraktach z wystodkéw buraczanych
pobranych w dniach pierwszym (LR1°+T), drugim (LR2°+T) oraz trzecim (LR3'+T). Uzyskane
wyniki sg zgodne z Trajkovski iin. (2011), ktéry w badaniach na otytych myszach powigzat
obnizong ekspresj¢ miR- 103 imiR — 107 ze zwigkszonym stymulowanym insuling
wychwytem glukozy, zmniejszeniem wielkosci komorek thuszczowych, atakze stabilizacja

receptora insulinowego.
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7. PODSUMOWANIE

Wystodki buraczane poddane procesowi laktofermentacji z dodatkiem szczepoéw bakterii
probiotycznych Lactobacillus rhamnosus i Pediococcus acidilactici wykazuja lepsze
wlasciwosci fizyko- chemiczne w porownaniu do wystodkow fermentowanych bez dodatku

mikroorganizméw probiotycznych.

Szczepy probiotyczne Lactobacillus rhamnosus i Pediococcus acidilactici wptynety na
poprawe sktadu chemicznego biomasy, wykazujac wyzszy udziat polifenoli ogoétem,
potencjalem antyoksydacyjny, atakze profilem kwasoéw tluszczowych wraz z obnizeniem

cukréw prostych, w tym sacharozy.

Najkorzystniejsze wyniki otrzymano podczas laktofermentacji biomasy z udziatem
Lactobacillus rhamnosus, w zwigzku, zczym biomasa z dodatkiem tego szczepu

probiotycznego wykorzystana zostata do badan molekularnych i cytobiologicznych.

Traktowanie komorek ASC pochodzacych od koni ekstraktem z laktofermentowanych
wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus wptyngto na poprawe

zywotnosci, potencjatu klonogennego, migracji i proliferacji komorek.

Zastosowanie laktofermentowanych ekstraktoéw W obecnosci szczepu Lactobacillus rhamnosus
wykazywato dziatanie anty- apoptotyczne i antyoksydacyjne poprzez modulacje metabolizmu

I dynamiki mitochondriow.

Ekstrakt z wystodkéw buraczanych z dodatkiem szczepu Lactobacillus rhamnosus wykazywat
dziatanie przeciwzapalne oraz wptywal pozytywnie na modulacj¢ mikoRNA zwigzanych

z zapaleniem.

Laktofermenacja wystodkéw buraczanych ze szczepem probiotycznym Lactobacillus
rhamnosus nie wplynela na ekspresje genéw zwiagzanych Z inusulioopornoscia.
Zaobserwowano natomiast korzystny wptyw ekstraktow na obnizenie ekspresji MikroRNA

powigzanych z regulacjg homeostazg glukozy w organizmie.
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szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami
z wystodkow  buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) (A) oraz
fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych bez udzialu szczepu bakterii
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Wykres 46. Przedstawienie relatywnej ekspresji markeréw insulinopornosci INSR dla komorek
ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu
grup doswiadczalnych, a takze ekspresja INSR dla komodrek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii  probiotycznych (LR CTRL’+T)
i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu
szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B)...oooviiviiiiiiiiiiiiei e 107

Wykres 47. Przedstawienie relatywnej ekspresji markera insulinopornosci IRS dla komorek
ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) dla obu
grup doswiadczalnych, atakze ekspresja IRS dla komoérek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu Dbakterii probiotycznych (LR CTRL’+T)
i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych bez udziatu
szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B)...ooveiiiiiiiiiieieeeee e 108

Wykres 48. Przedstawienie relatywnej ekspresji genow przeciwoksydacyjnych CAT dla
komoérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN)
dla obu grup doswiadczalnych, atakze ekspresja CAT dla komorek ASC traktowanych
ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczeou bakterii probiotyczych (LR CTRL’+T)
i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkoéw buraczanych bez dodatku
szczepu bakterii probiotycznych (CTRL’) (B)....ccooiviiiiiiiiiiiiiice 109

Wykres 49. Przedstawienie relatywnej ekspresji genow SOD1 dla komoérek ASC hodowanych
w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN) dla obu grup
doswiadczalnych, atakze ekspresja SOD1 dla komodrek ASC traktowanych ekstraktem
kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T)
i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych bez udziatu
szczepu bakterii probiotycznych (CTRL) (B)....coviiiiiiiiiieiesiecesieee e 110

Wykres 50. Przedstawienie relatywnej ekspresji genow przeciwoksydacyjnych SOD2 dla
komorek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL) i traktowanych tunikamycyng (TUN)
dla obu grup doswiadczalnych, atakze ekspresja SOD2 dla komoérek ASC traktowanych
ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T)
I laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych bez udziatu
mikroorganizmOw (CTRL) (B)...oooiiiiiiiiie e 111

Wykres 51. Przedstawienie relatywnej ekspresji gendw przeciwoksydacyjnych GPX dla
komoérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN)
dla obu grup doswiadczalnych, atakze ekspresja GPX dla komoérek ASC traktowanych
ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T)
I laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
rhamnosus (LR) (A) oraz fermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych bez udziatu
szczepu bakterii probiotyczych (CTRL) (B)....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieieie e 112
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Wykres 52. Srednie odsetki wszystkich komoérek ROS+ (A) oraz ROS- (B) w komérkach ASC
hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN) oraz
traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR
CTRL’+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus (LR)........ccccueiieieiieii et 113

11. SPIS RYCIN

Rycina 1. Przedstawienie graficzne tempa migracji komérek ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem
szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami
z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniu 0
(LRO’+ T) i 1 (LR1’+T). Czarne pionowe linie ukazuja brzeg blizny, podczas gdy strzatki
POKAZUjg ZDIEE DIIZINY. ... 65

Rycina 2. Przedstawienie graficzne tempa migracji komorek ASC hodowanych w medium
pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN) oraz laktofermentowanymi ekstraktami
z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniu
W dniu 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR6’+T). Czarne pionowe linie ukazujg brzeg blizny,
podczas gdy strzatki pokazujg zbieg blizny. ........ccccooiiiiiiiiiiii 66

Rycina 3. Wizualizacja CFU-F wybarwionych pararozaniling w komorkach ASC hodowanych
w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), ekstraktem kontrolnym przed
dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi
ekstraktami z wystodkow buraczanych z udziatem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi
W dniu 0 (LRO’+T) 0raz 1 (LRI7HT). cveieiieiiee et 67

Rycina 4. Wizualizacja CFU-F wybarwionych pararozaniling w komorkach ASC hodowanych
w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN) oraz laktofermentowanymi
ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi
W dniu 2 (LR2°+T), 3 (LR3’+T) 01raz 6 (LRO’HT)..ccoeiiiiiiiieieieee e 67

Rycina 5. Reprezentatywne obrazy barwienia immunofluorescencyjnego dla marekra Ki-67
(czerwony) ijader (niebieski) w komorkach hodowanych w medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii
probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranych w dniach 0 (LR0’+T) oraz
L 520 et 1) TSP OPSRPRUPPRN 70

Rycina 6. Reprezentatywne obrazy barwienia immunofluorescencyjnego dla marekra Ki-67
(czerwony) ijader (niebieski) w komodrkach hodowanych z medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyna (TUN) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych udziatem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniach 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T)
OTAZ 6 (LRO™HT). oottt nab e 70
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Rycina 7. Reprezentatywne fotografie przedstawiajace morfologie komorek ASC: jader
komoérkowych (DAPI) (niebieski), cytoszkieletu aktynowego (falloidyna) (zielony),
mitochondriow (MitoRed) (czerwony) hodowanych w medium petnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyng (TUN), ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu probiotycznego
(CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniu 0 (LRO’+T) oraz 1 (LRI’ +T)......cccevevrnene. 71

Rycina 8. Reprezentatywne fotografie przedstawiajace morfologie komorek ASC: jader
komorkowych (DAPI) (niebieski), cytoszkieletu aktynowego (falloidyna) (zielony),
mitochondriow (MitoRed) (czerwony) hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyng (TUN) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wyslodkéw buraczanych
z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniach 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6
[ T3 1 USSR 72

Rycina 9. Reprezentatywne obrazy przedstawiajace wizualizacje aktywnej kaspazy-3
w komoérkach ASC pod wptywem hodowania komorek ASC w medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem przed dodaniem szczepéw bakterii
probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi  ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniach 0 (LRO’+T) oraz 1
[0 e ) PSPPSR 82

Rycina 10. Reprezentatywne obrazy przedstawiajace wizualizacje aktywnej kaspazy-3
w komoérkach ASC pod wpltywem hodowania komorek ASC w medium pelnym (CTRL),
traktowanych tunikamycyng (TUN), ekstraktem przed dodaniem szczepu bakterii
probiotycznych (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami 2z wystodkow
buraczanych dodatkiem Lactobacillus rhamnosus pobranymi w dniach 2 (LR2’+T), 3
(LR37HT) 01aZ 6 (LRFT) oottt 82

Rycina 11. Reprezentatywne wykresy pozyskane z Muse Cell Analizer dla testu Aneksyna V
dla komoérek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna,
ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR CTRL+T) oraz
laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus
FRAMNOSUS (LR)....ecteiiieiei ettt et a e ste e e be et e e neesaeeseeenne e 85

Rycina 12. Obrazy pozyskane Muse Cell Analizer przedstawiajace procent zywych i martwych
zdepolaryzowanych komorek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych
tunikamycyng, ekstraktem kontrolnym (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami
z wystodkow buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR)..........cccccovvvienee. 87

Rycina 13. Reprezentatywne obrazy pokazujace uwalnianie cytochromu ¢ Z mitochondriow do
cytoplazmy w komoérkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL) traktowanych
tunikamycyng (TUN), atakze ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii
probiotycznych (LR CTRL+T) oraz laktofermentowanych ekstraktow z wystodkoéw
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniach 0 (LRO’+T) i 1
(028 B ) TP UOSURRTR PR 89

Rycina 14. Reprezentatywne zdjecia pokazujace uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriow
do cytoplazmy ASC hodowanych w medium petnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna
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(TUN), a takze ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR
CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem
Lactobacilus rhamnosus (LR) pobranymi w dniach 2 (LR2’+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR6’+T).

Rycina 15. Reprezentatywne obrazy testu SA-B-gal zwigzanego ze starzeniem si¢ komorek dla
komorek ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyng (TUN),
atakze SA-B-gal dla komorek ASC traktowanych ekstraktem kontrolnym przed dodaniem
szczepow (LR CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodké6w buraczanych
dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR). .......ccooeiriiiiiieiieseece e 91

Rycina 16. Reprezentatywne obrazy przedstawiajace wizualizacj¢ poziomu interleukiny 18
w komorkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna
(TUN), a takze ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR
CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniach 0 (LRO’+T) i 1 (LR1’+T). ............. 101

Rycina 17. Reprezentatywne obrazy przedstawiajace wizualizacje poziomu interleukinylf
w komorkach ASC hodowanych w medium pelnym (CTRL), traktowanych tunikamycyna
(TUN), a takze ekstraktem kontrolnym przed dodaniem szczepu bakterii probiotycznych (LR
CTRL’+T) oraz laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkéw buraczanych z dodatkiem
Lactobacillus rhamnosus (LR) pobranymi w dniach 2 (LR2°+T), 3 (LR3’+T) oraz 6 (LR6’+T)

Rycina 18. Wykresy punktowe dla wewnatrzkomoérkowej produkcji ROS wykryte przez
barwienie fluorescencyjne dihydroetydyng (DHE) dla ASC hodowanych w medium petnym
(CTRL), traktowanych tunikamycyna (TUN), a takze ekstraktem kontrolnym przed dodaniem
szczepu probiotycznych (LR CTRL+T) i laktofermentowanymi ekstraktami z wystodkow
buraczanych z dodatkiem Lactobacillus rhamnosus (LR).........ccccoiviiiiiiiniiiene 113
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