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Streszczenie
Mechanizmy dzialania g-D-glukanu z owsa na przebieg choroby Crohna i wezesnych stadiéw
kancerogenezy okreznicy — badania modelowe in vivo

Choroba Lesniowskiego-Crohna (CD) i rak jelita grubego (CRC) naleza do przewlektych
schorzen jelit. Liczba nowo diagnozowanych przypadkéw CD stale ro$nie, a choroba zwigzana jest
z wysokim ryzykiem zachorowania na CRC, ktoéry jest drugim na $wiecie nowotworem pod
wzgledem $miertelnosci. Konieczne jest zatem opracowywanie nowych, skutecznych metod
wspomagania leczenia tych schorzen, w tym dietoterapii.

Celem badan byto okreslenie terapeutycznego potencjatu wysokooczyszczonego beta-glukanu
z owsa (OBG) w chorobie Lesniowskiego-Crohna i potencjalnych mozliwosci hamowania rozwoju
wczesnych stadiow kancerogenezy okreznicy, a takze poznanie mechanizmow tych dziatan.

Badania zostaly przeprowadzone w ramach dwoch eksperymentow in vivo na szczurach
Sprague-Dawley. Szczury w obu eksperymentach podzielono na dwie gtdéwne grupy: kontrolng
i z indukowanym zapaleniem (model CD) lub wczesnym stadium kancerogenezy jelita grubego
(model CRC). W modelu CD jako czynnik zywieniowy zastosowano dodatek do paszy 1% OBG
0 duzej lub malej masie molowej, natomiast w eksperymencie z CRC dodatek do paszy 1% lub 3%
OPBG o matej masie molowe;.

W modelu CD indukowane zapalenie zwigckszylo ekspresj¢ genéw wielu chemokin i ich
receptorow oraz markera apoptozy, a takze obnizylo ekspresje markera autofagii w okreznicy,
natomiast spozywanie z pasza OBG spowodowalo obnizenie ekspresji gendw chemokin i ich
receptorow oraz hamowanie nadmiernej apoptozy i stymulacje autofagii. W modelu CRC
indukowane wczesne stadium kancerogenezy nie wptyneto na poziom ekspresji markeré6w apoptozy
1 autofagii, natomiast spozywanie paszy z OBG spowodowato nasilenie obu procesow. Spozycie OBG
jako dodatku do pozywienia redukuje naciek zapalny na poziomie molekularnym zmieniajac
ekspresje chemokin i ich receptoréw oraz moduluje proces apoptozy i autofagii w przewleklych
schorzeniach jelit w sposob zalezny o rodzaju schorzenia.

Stowa kluczowe: beta-glukan z owsa, choroba Le$niowskiego-Crohna, rak jelita grubego, apoptoza,
autofagia, chemokiny
Summary

Mechanisms of action of oat B-D-glucans on Crohn's disease and early stages of colon

carcinogenesis - in vivo model studies

Crohn's disease (CD) and colorectal cancer (CRC) are chronic intestinal diseases. The number
of newly diagnosed cases of CD continues to rise, and the disease is associated with a high risk of
developing CRC which is the second deadliest cancer globally. In addition, patients with CD have
a high risk of developing CRC, which is the second most common cancer in terms of mortality
worldwide. Therefore, it is necessary to develop new and effective methods to support the treatment
of these conditions, including dietary therapy.

The aim of this study was to determine the therapeutic potential of highly purified oat beta-
glucan (OBG) in Crohn's disease and its potential to inhibit the early stages of colon carcinogenesis,
and to understand the mechanisms of these actions.

The study comprised two in vivo experiments conducted in Sprague-Dawley rats. Rats in both
experiments were divided into two main groups: control and with induced inflammation (CD model)
or early stage of colon carcinogenesis (CRC model). In the CD model, 1% high or low molar weight
OBG was added to the feed as a dietary factor, while in the CRC experiment, 1% or 3% low molar
weight OBG was added to the feed.

In the CD model, induced inflammation resulted in an upregulation of gene expression for
chemokines and their receptors, increased the apoptosis marker, and decreased the expression of the
autophagy marker in the colon, while consumption of feed with OBG downregulated the gene
expression of chemokines and their receptors, inhibited excessive apoptosis and stimulated
autophagy. In the CRC model, the induced early stage of carcinogenesis did not affect the expression
levels of apoptosis and autophagy markers, while consumption of feed with OBG increased both
processes. Consumption of OBG as a feed supplement reduces inflammatory infiltration at the
molecular level by changed expression of chemokines and their receptors as well as modulates
apoptosis and autophagy in chronic intestinal diseases in a disease-dependent manner.

Key words: oat beta-glucan, Crohn’s disease, colorectal cancer, apoptosis, autophagy, chemokines






Wykaz stosowanych skrotow

CD - (ang. Crohn disease) choroba Lesniowskiego-Crohna

CRC — (ang. colorectal cancer) rak jelita grubego

CRP — (ang. C-reactive protein) biatko C-reaktywne

DSS — (‘ang. dextran sulfate sodium) siarczan dekstranu sodu

GALT - (ang. gut-associated lymphoid tissue) tkanka limfatyczna zwigzana z jelitami
IBD — (ang. inflammatory bowel diseases) nieswoiste zapalenia jelit

IEC — (ang. intestinal epithelial cells) komorki nabtonka jelitowego

IFN-y — interferon gamma

IL — interleukina

IOD — (ang. integrated optical density) integralna ggsto$¢ optyczna

LC3B - (ang. microtubule-associated proteins 1A/1B-light chain 3B) biatko zwigzane z
mikrotubulami 1A/1B-tancucha lekkiego 3B

NK — (ang. natural killers cells) — komorki NK

OBG — (ang. oat beta-glucan) beta-glukan z owsa

OBGm — beta-glukan z owsa o matej masie molowe;j

OBGd — beta-glukan z owsa o duzej masie molowej

SCFA — (ang. short chain fatty acids) - krotkotancuchowe kwasy tluszczowe

Th — (ang. helper T cells) - limfocyty T pomocnicze

TLR — (ang. Toll-like receptors) — receptory rozpoznawania wzorcéw toll-podobne
TNBS — kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy

TNF-a — (ang. tumor necrosis factor alpha) - czynnik martwicy nowotworow alfa
UC — (ang. ulcerative colitis) wrzodziejace zapalenie jelita grubego

Z0O-1 — (ang. zonula occludens-1) biatka $cistego potaczenia-1
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1. Wstep

Do przewleklych schorzen jelit zaliczane sg migdzy innymi nieswoiste choroby
zapalne jelit (IBD — ang. inflammatory bowel diseases) oraz nowotwory ztosliwe jelita
grubego nazywane rowniez rakiem (CRC — ang. colorectal cancer). Na calym $wiecie na
IBD cierpi ponad 6,8 miliona ludzi, przy czym najwigksza cz¢sto$¢ wystepowania tego
schorzenia odnotowywana jest w Europie i Ameryce Polnocnej, gdzie dotyka ono ponad
0,3% populacji. Ponadto liczba diagnozowanych kazdego roku przypadkow IBD stale
rosnie, przy znacznej zmiennosci w poziomach i trendach chorobowych w réznych krajach
i regionach (Alatab i wsp., 2020; Mak i wsp., 2020). Nieswoiste zapalenia jelit, w tym
choroba Lesniowskiego-Crohna (CD — ang. Crohn’s disease) i wrzodziejace zapalenie jelita
grubego (UC — ang. ulcerative colitis) nalezag do przewlektych schorzen zapalnych
obejmujacych przewodd pokarmowy. Biorgc pod uwage przewlekty, postepujacy charakter
i wysokie koszty leczenia, wzrost zachorowalnosci na IBD pocigga za sobg rosnace
obciazenie spoleczno-ekonomiczne. Nalezy ponadto zauwazy¢ istotng korelacj¢ migdzy
IBD a zwigkszong podatno$cig na inne schorzenia uktadu pokarmowego, w tym celiakie
i nowotwor jelita grubego (Shah i wsp., 2019). Pacjenci z IBD maja wysokie ryzyko
zachorowania na CRC, ktéry jest jedng z gltownych przyczyn zgondw pacjentow
onkologicznych, a ryzyko zachorowania na ten nowotwor z powodu IBD w ostatnich latach
ciggle rosnie. Dane wskazuja, ze ryzyko to siega nawet do 18% w ciagu trzydziestu lat od
zachorowania na IBD (Nadeem i wsp., 2020). CRC jest trzecim najczgsciej wystepujacym
nowotworem na §wiecie oraz drugim pod wzglgdem liczby zgonéw (Baidoun i wsp., 2021).
Zgodnie z danymi WHO w 2020 roku liczba nowych przypadkow wynosita ponad 1,9
miliona, a liczba zgondw ponad 900 tysigcy. Informacje te wskazujg na istotny, stale rosnacy
problem zdrowotny i ekonomiczno-spoteczny jaki si¢ wiaze z tymi przewleklymi
schorzeniami. Powyzsze dane epidemiologiczne sktaniajag do badan dotyczacych oceny
mozliwosci zastosowania nowych sposobdéw prewencji oraz terapii IBD i CRC, w tym
poszukiwania czynnikéw zywieniowych opartych na aktywnych sktadnikach pochodzenia
naturalnego, bezpiecznych w dlugotrwatym stosowaniu. Jednym z takich potencjalnych
sktadnikow pokarmowych wydaja si¢ by¢ beta-glukany, w tym te pochodzace z owsa.

Beta-glukan z owsa (OBG) sg polisacharydami wystepujacymi w $cianie komorek
warstwy aleuronowej ziaren tego zboza 1 nalezg do rozpuszczalnej frakcji blonnika
pokarmowego. Skladaja si¢ z monomeréw D-glukozy potaczonych wigzaniami f-1,3-
1 B-1,4-glikozydowymi tworzac polimery o bardzo stabo rozgat¢zionej, gldwnie liniowej

strukturze. Dzigki swojej specyficznej budowie wykazuja szereg wiasciwosci
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prozdrowotnych, takich  jak  dziatanie hipoglikemiczne, hipolipemiczne,
immunomodulacyjne czy przeciwzapalne (Suchecka i wsp., 2017; Bai i wsp., 2019;
Sushytskyi i wsp., 2023). Wyniki badan na modelach zwierzecych wskazujg na wptyw beta-
glukanu z owsa na redukcje stezenia markerow zapalnych, takich jak interleukiny (IL),
w tym IL-1, IL-6 czy IL-12, czynnik martwicy nowotworow typu alfa (TNF-a), biatko
C-reaktywne (CRP) oraz na zwigkszenie st¢zenia przeciwzapalnej interleukiny 10 (IL-10)
w jelicie grubym zwierzat z indukowanym stanem zapalnym jelita grubego. Ponadto dane
literaturowe sugerujg, ze wraz ze zmniejszeniem masy molowej beta-glukanu z owsa
zwickszajg si¢ ich wtasciwosci przeciwzapalne (Zyta i wsp., 2019, 2021). Dziatanie
przeciwnowotworowe tych polisacharydow zbozowych zostalo potwierdzone dotychczas
tylko w badaniach in vitro, ktorych wyniki wskazuja na silng aktywnos$¢ antykancerogenng
w stosunku do dwoch linii komoérkowych ludzkiego nowotworu zto§liwego pluca (A549,
H69AR) oraz brak toksycznosci dla komorek zdrowych (Choromanska i wsp., 2018). Shah
I wsp. (2015) stwierdzili natomiast wzrost aktywnos$ci antyproliferacyjnej ludzkich komorek
nowotworu ztosliwego okreznicy (Colo-205) wraz ze zmniejszeniem masy molowej
beta-glukanu z jeczmienia, ktory ma podobng strukture i wiasciwosci do beta-glukanu z
owsa (Shah i wsp., 2015).

Istotne wydaje si¢ zatem bardziej doglgbne poznanie wptywu beta-glukanu z owsa
na przebieg stanu zapalnego jelita grubego oraz na rozwdj poczatkowych stadiow

kancerogenezy okr¢znicy, jak rowniez poznanie mechanizmoéw tego dziatania.

2. Uzasadnienie podjetego tematu w oparciu o dane literaturowe

2.1. Charakterystyka choroby Lesniowskiego-Crohna

CD, jako jedna z nieswoistych chordb =zapalnych jelit, charakteryzuje si¢
przewleklym zapaleniem mogacym obejmowaé kazdy odcinek przewodu pokarmowego
oraz calg grubos¢ jego Sciany, w przeciwienstwie do UC, w ktorym zmiany chorobowe
zlokalizowane sa w jelicie grubym i dotycza btony Sluzowej i podsluzowej (Gajendran
I wsp., 2018). W CD stan zapalny zaczyna si¢ w blonie §luzowej, a nastgpnie wraz
z uplywem czasu moze rozprzestrzenia¢ si¢ na glgbsze warstwy S$ciany przewodu
pokarmowego. Patologiczne zmiany moga dotyczy¢ dowolnej czesci przewodu
pokarmowego, lecz najczesciej zajmujg jelito cienkie i krete. Ponadto charakteryzuja sie
naprzemiennym wystepowaniem tkanki zdrowej i zmienionej chorobowo, a progresji

choroby towarzysza okresy zaostrzen i1 remisji. U pacjentow z CD, szczeg6lnie w okresach
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zaostrzen, moga wystepowac takie objawy, jak przewlekte bole brzucha, biegunki (cze¢sto
krwawe), nudnosci, wymioty, niedozywienie z utrata masy ciala, zmeczenie i goraczka.
Interwencje terapeutyczne majg na celu osiggniecie dtugotrwatej remisji (histologicznej,
endoskopowej 1 objawowej), ktéra umozliwi wygojenie si¢ blony sluzowej. Aby utrzymac
remisje¢ przez jak najdtuzszy czas, poza leczeniem farmakologicznym, wazne jest wdrozenie
zmian w stylu zycia i stosowanej przez pacjenta diecie, uwzgledniajacej czynniki
zywieniowe o dziataniu przeciwzapalnym oraz wspomagajacym odbudowe i utrzymanie
prawidtowej mikrobioty i bariery jelitowej (Le Berre i wsp., 2020; Roda i wsp., 2020).

Skala problemu zwigzana z zachorowalno$cig i $miertelno$cia na nieswoiste
schorzenia jelit na catym §wiecie jest istotnym problemem, szczego6lnie w regionach wysoko
rozwinietych, gdzie dominuje typ diety tzw. zachodniej. Od 1990 do 2017 roku liczba 0séb
cierpigcych na IBD wzrosta z 3,7 miliona do ponad 6,8 milionéw. Podobng tendencje
obserwuje si¢ w rocznej liczbie zgondw, ktora zwickszylta si¢ natomiast z 23 tysiecy w 1990
roku do ok 38 tysiecy w 2017 roku. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w przeliczeniu na 100 tys.
mieszkancow liczba nowych przypadkow wzrosta jedynie o 6,1%, natomiast liczba zgonow
zmniejszyta si¢ o 16,4% (Alatab i wsp., 2020). W Europie obserwuje si¢ wzrost
zachorowalno$ci na IBD na calym kontynencie. W Dani w latach 1980-2013 czgsto$¢
wystepowania CD zwigkszyla si¢ z 5,2 do 9,1 oso6b na 100 tys. mieszkancow tego kraju.
Podobnie we Francji czgstos¢ wystepowania CD wzrosta z 4,2 do 9,5 na 100 tys. (Mak
I wsp., 2020). Wedlug danych z Narodowego Funduszu Zdrowia w Polsce liczba o0sob
cierpigcych z powodu CD wzrosta z 5 016 przypadkow w 2009 roku do 23 574 w 2020 roku.
W 2018 roku wskaznik zachorowan wynosit 4,7 osob na 100 tys. 1 byl wyzszy u mezczyzn
(4,9 na 100 tys.). Ponadto, najwyzszy wskaznik zachorowan zaobserwowano w grupie 0sob
w wieku 20-29 lat i wynosit 8,2 osoby na 100 tys., a w grupie oséb w wieku 10-19 lat
niewiele mniej, bo 7,2 osoby na 100 tys. (Zagorowicz i wsp., 2022).

Doktadna etiologia CD jest ztozona i nadal nie do konca wyjasniona. W rozwoju tej
choroby uczestniczg czynniki genetyczne, immunologiczne oraz $rodowiskowe. Nalezy
podkresli¢, ze do rozwoju CD kluczowa jest interakcja pomi¢dzy powyzszymi czynnikami.
Do gtéwnych czynnikéw srodowiskowych nalezy palenie tytoniu, szeroko rozumiana dieta
oraz styl zycia. Dieta wydaje si¢ by¢ jednym z najbardziej istotnych modyfikowalnych
czynnikow srodowiskowych przyczyniajacych si¢ do zwigekszonego ryzyka zachorowania
na choroby zapalne jelit (Roda i wsp., 2020). W ciagu ostatnich dekad nastgpita zmiana stylu
zywienia opartego na produktach o wysokiej zawarto$ci btonnika i niskiej zawartos$ci

thuszczu na zywno$¢ przetworzong i1 wysoko oczyszczong, zawierajacg bardzo mato
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btonnika, a za to duzo tluszczu (w tym nasyconych kwasoéw tluszczowych i kwasow
thuszczowych trans) oraz cukrow prostych. Takie zmiany powoduja powazne zaburzenia
sktadu mikrobioty jelitowej powodujac dysbioze bedaca jedng z cech charakterystycznych
CD. Dieta jest bowiem jednym z kluczowych czynnikow wplywajacych na prawidtowy
sktad mikrobioty, a co za tym idzie na prawidlowe dzialanie uktadu immunologicznego
blony $luzowej jelit (GALT, ang. gut-associated lymphoid tissue) (Levine i wsp., 2018).
Badania modelowe wskazuja, ze pozbawienie drobnoustrojow okreznicy btonnika powoduje
wykorzystanie przez bakterie bytujace w jelicie glikoprotein $luzu wydzielanego przez
gospodarza jako zrodta sktadnikow odzywczych. To prowadzi do zmniejszenia warstwy
Sluzu, zaburzenia naturalnej bariery jelitowej, zwigkszonej podatnosci blony Sluzowej
na uszkodzenia i nadmiernej aktywacji uktadu GALT (Desai i wsp., 2016). Podczas
zaostrzenia CD komorki odporno$ciowe sg nadmiernie stymulowane, co powoduje naciek
zapalny makrofagoéw, limfocytow T, neutrofili i komoérek plazmatycznych (Singh i wsp.,
2016). Intensywna migracja komorek uktadu odpornosciowego do miejsca rozwijajacego si¢
zapalenia jest mozliwa dzigki obecno$ci mediatoréw stanu zapalnego, takich jak cytokiny
chemotaktyczne (chemokiny) (Cheluvappa i wsp., 2018).

Chemokiny naleza do rodziny niskoczasteczkowych biatek (8-10 kDa), ktore dziela
si¢ na cztery podrodziny: C, CC, CXC 1 CX3C. Zwiazki te wykazujg silne dziatanie
chemotaktyczne, przez co stymuluja migracj¢ komorek uktadu immunologicznego
w tkankach, jak rowniez sa zaangazowane w aktywacj¢ tych komodrek. Aktywno$¢ ich
zwigzana jest z pobudzeniem specyficznych receptorow blonowych obecnych
na powierzchni neutrofili, eozynofili, bazofili, monocytow, limfocytow, komorek NK czy
komorek dendrytycznych (Trivedi i Adams, 2018). Poza dziataniem chemotaktycznym,
chemokiny 1 ich receptory wykazuja wplyw na szereg innych istotnych proceséw
fizjologicznych, takich jak embriogeneza, angiogeneza, proliferacja, apoptoza czy
funkcjonowanie limfocytow T pomocniczych (Cheng i wsp., 2019). Czgsteczki te uwalniane
sa miedzy innymi z uszkodzonych komorek nabtonka jelitowego, jak rowniez sg wydzielane
przez aktywowane komorki ukladu odpornosciowego. W IBD, oprocz limfocytéow T,
neutrofili i makrofagow, $ciana jelita jest rowniez infiltrowana przez inne komorki, takie jak
fibroblasty, komorki srodbtonka 1 nabtonka jelitowego, ktore same takze moga wytwarzaé
rozne chemokiny. Podsumowujac, chemokiny i ich receptory odgrywajg istotng role
w procesie zapalnym przez specyficzny dla tkanki i1 selektywny dla komorek
odporno$ciowych transport i zatrzymywanie leukocytow w miejscu zapalenia (Singh 1 wsp.,

2016; Trivedi i Adams, 2018). W rezultacie w okresach zaostrzenia choroby powstaje
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znaczny naciek zapalny. Modulacja syntezy i wydzielania specyficznych tkankowo
chemokin moze mie¢ zatem wptyw na intensywno$¢ i okres trwania zapalenia. Przyktadowe
chemokiny wydzielane przez rézne typy komorek analizowane w niniejszej rozprawie
doktorskiej to: chemokiny wydzielane przez komorki nabtonka jelitowego (CCL3, CCL4,
CCL5, CXCL1, CXCL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11), makrofagi (CXCL1, CCLS5,
CXCL10), komorki tuczne (CCLS5) i neutrofile (CXCL1, CXCL2, CXCL10) (Giinaltay
i wsp., 2015; Hong i wsp., 2017; Girbl i wsp., 2018). Badania wykazuja, ze ekspresja genow
i/lub biatek wymienionych chemokin jest zwigkszona u pacjentdw cierpigcych na CD
(Giinaltay 1 wsp., 2015; Zhou i Liu, 2017).

Jednym z gltownych skutkéw przewleklego zapalenia zwigzanego z CD jest
uszkodzenie nabtonka jelitowego 1 znaczy wzrost programowanej $mierci komorek tego
nabtonka (IEC — ang. instestinal epithelial cells). W warunkach stanu zapalnego dochodzi
ponadto do zaburzen mechanizméw regulujacych aktywnos$¢ metaboliczng komorek, w tym
procesu autofagii (Nunes i wsp., 2014). Oba te procesy, apoptoza i autofagia, reguluja
homeostaz¢ komorek i1 tkanek w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw pozakomdrkowych,
w tym cytokin prozapalnych. W badaniach prowadzonych zaré6wno na modelach
zwierzecych, jak 1 u osob cierpigcych na IBD, odnotowuje si¢ nasilenie procesu apoptozy W
IEC (Blander, 2016). Nadmierna apoptoza moze powodowaé zmniejszenie szczelnoSci
bariery jelitowej, co z kolei bedzie nasilato proces zapalny poprzez zwigkszong penetracje
czynnikow patogennych (antygendw pokarmowych i1 bakteryjnych) do glebszych warstw
$ciany jelit 1 wzrost syntezy 1 wydzielania wolnych rodnikéw. Indukcja miejscowego stanu
zapalnego w $cianie jelit bedzie z kolei zwigkszata apoptoze 1 dalszg degradacje szczelnosci
bariery jelitowej (Blander, 2016; Pott i wsp., 2018). Z drugiej strony, zaburzenie procesu
apoptozy w kierunku jej nadmiernego hamowania moze sprzyja¢ nagromadzeniu si¢
komorek uszkodzonych lub zmienionych przez stan zapalny, co sprzyja transformacji
I progresji nowotworowej (Dias i wsp., 2014). U pacjentow z CD badania wykazaty redukcje
intensywnosci procesOw autofagii w roznych rodzajach komorek, w tym komoérek nabtonka
jelitowego 1 komorek dendrytycznych. Zwigkszony poziom cytokin prozapalnych
obserwowany u pacjentow z CD jest rowniez silnie powigzany z rozregulowaniem autofagii,
ktora jest wymagana do prezentacji antygenow pochodzacych ze zdegradowanych
sktadnikow bakteryjnych adaptacyjnemu uktadowi odpornosciowemu. Ma to szczegdlne
znaczenie, poniewaz zaburzenie funkcji limfocytow T jest kluczowa cecha patogenezy CD
(Hooper i wsp., 2017). Co wigcej, obnizenie efektywnosci autofagii spowodowane delecja

genu ATG16L1 sprawia, ze nablonek jelitowy jest bardziej podatny na apoptoze indukowanag
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przez TNF-a (Matsuzawa-Ishimoto i wsp., 2017). Nieprawidlowosci te moga zatem
powodowac utrzymywanie si¢ zapalenia bakteryjnego, ktore szczegdlnie przy towarzyszace;j
mu dysbiozie moze nasila¢ uszkodzenia bariery jelitowej. Utrzymujacy si¢ przewlekly stan
zapalny w polaczeniu z niesprawng autofagia moze powodowac uszkodzenia biatek i DNA
komorek jelit, co w konsekwencji sprzyja transformacji nowotworowej (Saha i wsp., 2018).
Dlatego aktywacja procesu autofagii w stanach zapalnych jelit jest konieczna w celu
zwigkszenia przezywalnosci komorek przy jednoczesnym zmniejszeniu ryzyka
transformacji nowotworowej. Ten mechanizm przyczynia si¢ do poprawy szczelno$ci

bariery jelitowej.

2.2. Charakterystyka nowotworow jelita grubego

Nowotwory jelita grubego sa jednym z powaznych problemow onkologicznych.
Wedtug danych WHO z 2020 roku liczba nowych przypadkéw CRC wynosita ponad 1,9
mln, co plasowalo ten rodzaj nowotwordéw na trzecim miejscu wsroéd pozostatych typow
nowotworow. Pod wzgledem $miertelnosci CRC, z ponad 900 tysigcami zgonow, zajmuje
natomiast drugie miejsce, ustepujagc jedynie nowotworom phluc. Na Swiecie
wystandaryzowany wskaznik zapadalno$sci na CRC w 2020 roku wynosit 19,5 przy
wskazniku $miertelnosci 9,0 przypadkéw na 100 tys. osob, podczas gdy w Centralnej
1 Wschodniej Europie wskaznik ten wynosit odpowiednio az 29,3 i1 14,5 przypadkow na 100
tys. osob (WHO, 2020a). W Polsce w 2020 roku liczba nowych przypadkéw CRC wynosita
25 597, co stanowito 12,5% wszystkich rodzajow nowotwordw, natomiast liczba zgonow
z powodu tego typu nowotworu wynosita 15 088 (12,7% sposrod wszystkich nowotworow)
(WHO, 2020b). W $wietle znacznego wzrostu liczby zidentyfikowanych przypadkow CRC
w populacji starszych oséb szacuje si¢, ze globalna zachorowalnos$¢ na CRC wzro$nie ponad
dwukrotnie do 2035 roku, przy czym najbardziej znaczacy wzrost nastapi w krajach stabiej
rozwinigtych (Hossain i wsp., 2022).

Rak jelita grubego jest choroba wystepujaca wytacznie w okreznicy lub odbytnicy
1 spowodowany jest nieprawidtowa proliferacjag komorek nablonka gruczotowego. Istnieja
trzy gtowne rodzaje CRC: sporadyczny, dziedziczny i zwigzany z zapaleniem jelita grubego
(Hossain i wsp., 2022). Ryzyko rozwoju CRC determinujg zaréwno czynniki Srodowiskowe,
jak 1 genetyczne. Wsrdd czynnikdéw etiologicznych CRC wyrdzni¢ mozna czynniki
modyfikowalne, do ktorych zaliczana jest dieta i styl Zzycia (palenie tytoniu, aktywno$¢
fizyczna) oraz niemodyfikowalne, takie jak obcigzenie rodzinne czy wiek (Venugopal

i Carethers, 2022). Ponadto istotnym elementem ryzyka sg chroniczne stany zapalne, ktore
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istotnie zwigkszaja ryzyko rozwoju CRC wraz z wiekiem (Nadeem i wsp., 2020). Kluczowa
cechg CRC jest fakt, iz nowotwor ten moze rozwija¢ si¢ przez wiele lat bez zauwazalnych
objawéw klinicznych. Najczesciej rozw0j zapoczatkowuje polip w Scianie jelita, ktory
potrzebuje od 10. do 15. lat na przeksztalcenie si¢ w nowotwor ztosliwy. To sprawia, ze
bardzo wazna jest zardwno wczesna diagnostyka, jak 1 poszukiwanie czynnikow
terapeutycznych i zapobiegawczych, ktore dziataja na wcezesnych etapach kancerogenezy
(Hossain i wsp., 2022).

Nowotwory to nagromadzenia nieprawidlowych komorek, charakteryzujace sie
niekontrolowang proliferacja oraz opornosciag na programowang S$mier¢ komorek.
W nowotworach obserwuje si¢ brak wrazliwosci na sygnaly prowadzace do procesu
apoptozy, co sprzyja przetrwaniu i replikacji komoérek nowotworowych. Dlatego niezbedny
do zapobiegania powstawaniu nowotworow jest sprawnie dziatajacy mechanizm inicjacji
apoptozy (Letai, 2017). Do proces6w naprawczych uczestniczacych w regulacji aktywnoS$ci
metabolicznej komorek zalicza si¢ proces autofagii, czyli kataboliczny proces masowej
degradacji 1 usuwania skladnikow komorkowych, w tym gléwnie uszkodzonych lub
nieprawidlowych biatek i peptydow. Proces ten jest rowniez $cisle powiazany z wieloma
podstawowymi procesami komoérkowymi, takimi jak regulacja $mierci i proliferacji
komorek, modulacja stanu zapalnego czy regulacja wrodzonych 1 adaptacyjnych funkcji
odpornosciowych (Saha i wsp., 2018). Ze wzgledu na tak szerokie spektrum wlasciwosci,
proces autofagii moze dziata¢ jako supresor we wczesnych stadiach nowotworzenia lub jako
promotor rozwoju nowotworow w stadiach zaawansowanych. Proces ten moze przyczyniac¢
si¢ do hamowania wzrostu guza poprzez usuwanie uszkodzonych komoérek i organelli
komorkowych, ograniczajac w ten sposob proliferacje komoérek i niestabilnos¢ genomu

(Zhou i wsp., 2016; Long i wsp., 2020).

2.3. Potencjalne mechanizmy dzialania beta-glukanu z owsa na przebieg choroby
Lesniowskiego-Crohna oraz wczesnych stadiow kancerogenezy okreznicy

Jak juz wspomniano wczesniej beta-glukan z owsa sg ztozone z czasteczek
D-glukozy potaczonych wigzaniami f-1,3-, f-1,4-glikozydowymi, dzigki czemu
te polisacharydy nie sg trawione przez enzymy uktadu pokarmowego cztowieka, co skutkuje
tym, ze mogg dociera¢ do dalszych jego odcinkéw petige funkcje rozpuszczalnej frakcji
btonnika pokarmowego. Docierajac do jelita grubego sg degradowane przez enzymy bakterii
zasiedlajacych przewdd pokarmowy, wspierajac w ten sposob rozwoj korzystnej mikrobioty

jelitowej. W literaturze opisano kilka prawdopodobnych mechanizméw korzystnego
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dziatania beta-glukanoéw. Pierwszy z nich to wplyw tych polisacharydow na proces apoptozy
i autofagii poprzez ich dziatanie prebiotyczne. Zaré6wno badania in vitro, jak i in vivo
wykazaty prebiotyczne wlasciwosci OBPG polegajace na zwigkszeniu wytwarzania
krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych (SCFA, ang. short chain fatty acids), zwtaszcza
maslanu i propionianu (Wilczak i wsp., 2015; Bai i wsp., 2021a, 2021b). SCFA sg waznymi
substancjami odzywczymi dla mikrobioty jelitowej oraz mediatorami mi¢dzy mikrobiota
a organizmem gospodarza. SCFA wykazujg istotny wptyw na integralno$¢ bariery jelitowej
oraz uczestnicza w odpowiedzi zapalnej GALT (Agus i wsp., 2021). W przypadku stanu
zapalnego ten potencjalny mechanizm moze by¢ powigzany z funkcja maslanu, ktory
utrzymuje integralno$¢ bariery jelitowej poprzez stymulowanie syntezy sluzu i indukcje
ekspresji biatek polaczen Scistych (Riviére i wsp., 2016). Propionian z kolei wykazuje
zdolno$¢ tagodzenia zapalenia jelita grubego i poprawy funkcji bariery jelitowej przez
hamowanie obnizenia ekspresji bialek tworzacych potaczenia $ciste (biatka $cistego
potaczenia-1 (ZO-1) i okludyny) w okreznicy (Tong i wsp., 2016). W przypadku
nowotworow, kiedy to apoptoza komorek raka jelita grubego jest inaktywowana, wyniKi
badan wskazuja na wlasciwosci proapoptotyczne i antyproliferacyjne SCFA, szczegdlnie
maslanu (Mirzaei i wsp., 2021). Ponadto wykazano, ze kwas mastowy zmniejsza proliferacje
komorek raka jelita grubego, a zwigksza proliferacje komoérek nienowotworowych (Han
i wsp., 2018).

Inny potencjalny mechanizm dziatania OBG jest zwigzany z ich wilasciwosciami
immunomodulacyjnymi i przeciwzapalnymi. W tym miejscu nalezy doda¢, ze beta-glukan
z owsa jest strukturalnie zblizony do beta-glukanu z jeczmienia, w ktorym czasteczki
D-glukozy sa polaczone tym samym rodzajem wigzan. Dzigki temu oba zwigzki maja
zblizone wlasciwosci fizykochemiczne 1 biologiczne. Polisacharydy te mozna zatem
zaliczy¢ do grupy beta-glukanéw zbozowych. Z racji tego w opisie potencjalnych
mechanizmow dziatania OBG, mozna uwzgl¢dniaé¢ zaréwno wyniki badan dotyczace beta-
glukanu z owsa, jak i jeczmienia (Suchecka i wsp., 2017). Po spozyciu polisacharydy te
moga bezposrednio oddziatywa¢ na aktywnos$¢ uktadu GALT w konsekwencji ich transportu
do blaszki wtasciwej blony §luzowej przy udziale komorek M w kepkach Peyera. Nastepnie
czasteczki te wigzg si¢ z receptorami obecnymi na powierzchni komorek ukladu
odporno$ciowego, takimi jak receptory rozpoznawania wzorcow (Toll-podobne) (TLR)-4,
TLR-5, TLR-9, dektyna-1, jak rowniez receptor dopetniacza 3 i lektyny typu C (Kanjan
I wsp., 2017; Nakashima i wsp., 2018). Dziatanie immunomodulacyjne polaczone

z whasciwo$ciami przeciwzapalnymi potwierdzajag badania in vitro, ktérych wyniki
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udowodnity dziatanie indukujace odpowiedz immunologiczna w  komorkach
dendrytycznych. Eksperymenty na ludzkich i mysich liniach komoérek dendrytycznych
wykazaty obnizenie wytwarzania cytokin prozapalnych, takich jak IL-6, IL-8, IL-12,
szczegblnie po narazeniu na lipopolisacharyd bakteryjny (LPS) (Mikkelsen i wsp., 2014;
Bermudez-Brito i wsp., 2015). Roéwniez inkubacja ludzkich makrofagéw THP-1
stymulowanych LPS z beta-glukanami z jgczmienia lub owsa obnizata ekspresje cytokin
prozapalnych, takich jak IL-1B, IL-6, IL-8 (Arena i wsp., 2016). Wtiasciwosci
immunomodulujgce potwierdzajg rowniez wyniki badan in vivo przeprowadzone przez nasz
zespol badawczy, w ktorych spozycie przez zwierzeta modelowe OBG zaréwno o matej, jak
i duzej masie molowej stymulowalo wzrost procentowego udzialu limfocytéw T oraz
zmniejszenie udziatlu komorek NK w zmienionej zapalnie blaszce wlasciwej btony sluzowej
okreznicy. Ponadto, spozycie OBG o duzej masie molowe] przeciwdzialalo zmniejszeniu
udziatu limfocytéw Tc 1 Th. W tym badaniu wykazano réwniez, ze spozycie paszy z OPG
redukowato poziom cytokin prozapalnych (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a) oraz zwigkszato
ekspresje cytokiny przeciwzapalnej IL-10, z silniejszym efektem obserwowanym dla OBG
o malej masie molowej (Zyla i wsp., 2019, Zyla i wsp., 2021). Nasuwa si¢ tutaj
przypuszczenie, ze wptyw OBG na profil i liczbe leukocytow w miejscu zapalenia moze by¢
rowniez zwigzany z modulacja ekspresji chemokin 1 ich receptorow. Moze to by¢ podobne
dziatanie jak stwierdzone dla beta-glukanu grzybowego zmniejszajacego ekspresje genow
takich chemokin, jak Ccl3, Cxcll, Cxcl2 i Cxcl3 w zwierzgcym modelu zapalenia jelit
wywotanym siarczanem dekstranu sodu (DSS) (Xie i wsp., 2019).

Wplyw OBG na proces apoptozy w stanie zapalnym moze by¢ zatem zwigzany ze
zmniejszeniem ekspresji cytokin prozapalnych, w tym przede wszystkim TNF-a. Wyniki
badan wykazaly, ze TNF-o moze stymulowaé apoptoz¢ przez wigzanie si¢ m.in.
z receptorem TNFR1a, ktéry nalezy do tzw. receptoréw $mierci komorki aktywujacych
zewnatrzpochodny szlak apoptozy (Giinther i wsp., 2012). Ponadto wptyw na ekspresje
TNF-o moze by¢ rowniez powigzany z jego dziataniem na proces autofagii. Sakaguchi
1 wsp. (2018) wykazali wptyw beta-glukanu grzybowego na indukcje¢ procesu autofagii
w komorkach nabtonka jelitowego bedaca skutkiem zmniejszenia ekspresji mMRNA cytokin
prozapalnych w okre¢znicy (Tnf, 111b, 116) i ekspresji receptora TNFR1. Efekt ten byt
zwigzany z interakcjg tego polisacharydu z receptorem dektyna-1 (Sakaguchi i wsp., 2018).

Wiasciwosci immunomodulujace w konteks$cie dziatania przeciwnowotworowego sa
zwigzane migdzy innymi z wlasciwosciami prebiotycznymi tych polisacharydow,

polegajacymi na modulacji syntezy SCFA. Zaro6wno maslan, jak i propionian mogag
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stymulowa¢ limfocyty T, prowadzac do wydzielania kluczowych cytokin, takich jak IFN-y
I TNF-0, ktore z kolei indukuja apoptoze w komorkach nowotworowych i hamujg ich wzrost
(Al-Qadami i wsp., 2022). Wptyw OBG na proces apoptozy komorek potencjalnie
nowotworowych powinien by¢ zatem odwrotny. Nalezy jednak podkresli¢, Zze nie moze by¢
zbyt nasilony, gdyz mogtoby to doprowadzi¢ do zmniejszenia integralno$ci bariery
jelitowej. Proces autofagii w kancerogenezie powinien by¢ réwniez wzmozony, tak jak
w przypadku stanu zapalnego. W przypadku procesu nowotworzenia mechanizm dziatania
OBG moze by¢ podobny jak w stanach zapalnych jelit, czyli przez dziatanie przeciwzapalne.
W procesie nowotworzenia, szczegolnie w pozniejszych jego etapach, moze wystepowad
miejscowy stan zapalny powodujacy nasilenie uszkodzen struktur biatkowych oraz DNA
komorek. Dodatkowa dysregulacja procesu autofagii bedzie nasilata kumulacje uszkodzen
i w konsekwencji zwigkszata ryzyko transformacji nowotworowej (Saha i wsp., 2018).
Opisane w poprzednim akapicie dziatanie przeciwzapalne w konteks$cie nasilenia autofagii
moze by¢ potencjalnym mechanizmem dziatania OBG réwniez w przypadku kancerogenezy.

Inny mechanizm dzialania przeciwzapalnego OBG jest prawdopodobnie zwigzany
z wlasciwosciami fizyko-chemicznymi OBG o duzej masie molowej. Ta frakcja OBG ma
zdolnos$¢ absorpcji duzej ilosci wody, w wyniku czego tworzy lepki zel odporny na dziatanie
kwasow 1 enzymé6w obecnych w przewodzie pokarmowym, a jednoczes$nie stanowigcy
dobre Zrédlo substancji odzywczych dla mikrobioty jelitowej zdolnej do trawienia tych
polisacharydéw. Te wlasciwosci pozwalaja na pokrycie wewngtrznej powierzchni $ciany
przewodu pokarmowego, w tym jelita grubego, cienka warstwg zelu tworzaca swego rodzaju
bariere ochronng dla uszkodzonych przez stan zapalny komorek nablonka jelitowego. Dzigki
temu IEC sa chronione przed szkodliwymi czynnikami zewngtrznymi mogacymi nasila¢
stan zapalny (Vetvicka i wsp., 2015; Wilczak i wsp., 2017). Taka ochronna warstwa rowniez
bedzie zapobiega¢ dalszym uszkodzeniom integralno$ci bariery jelitowej, a takze na skutek

zmniejszenia nasilenia stanu zapalnego wptywaé na proces apoptozy i autofagii.
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3. Cel badan i hipotezy badawcze
Celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej byta ocena
potencjalu terapeutycznego wysokooczyszczonego beta-glukanu z owsa w chorobie
Les$niowskiego-Crohna oraz jego mozliwo$ci do hamowania rozwoju wczesnych stadiow
kancerogenezy okr¢znicy, a takze poznanie mechanizméw tych dziatan.
Hipotezy badawcze:
1. Beta-glukan z owsa o matej lub duzej masie molowej zmniejsza naciek zapalny
Sciany jelita grubego przez zmiang ekspresji genow chemokin i ich receptorow;
2. Beta-glukan z owsa o matej lub duzej masie molowe;j tagodzi ostry stan zapalny jelita
grubego w wyniku modulacji procesu apoptozy i autofagii;
3. Beta-glukan z owsa o malej masie molowej zatrzymuje lub zmniejsza tempo rozwoju
nowotworu jelit grubego, we wczesnym stadium kancerogenezy na skutek zmian

W intensywnosci procesow apoptozy i autofagii.

4. Zakres badan wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej

Prezentowana rozprawa doktorska oparta jest o trzy artykuly naukowe, w tym
pierwszy opublikowany w roku 2021 (w czasopi$mie Nutrients), drugi w roku 2022
(w czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences) i trzeci w roku 2023
(w czasopismie International Journal of Biological Macromolecules). Wszystkie trzy
czasopisma sg zaliczone, wedlug wykazu Ministerstwa Edukacji 1 Nauki z roku 2021 12023,
do dyscypliny ,,Technologia Zywnosci i zywienia”. Wedlug bazy Journal Citation Reports
(JCR) tworzonej przez firme Clarivate, Nutrients nalezy do pierwszego kwartylu (Q1)
w kategorii zywienie i dietetyka, natomiast International Journal of Molecular Sciences
i International Journal of Biological Macromolecules nalezg do Q1 w kategorii biochemia
i biologia molekularna. L.aczna warto$¢ wspotczynnika wptywu dla wspomnianych trzech
artykutéw wynosi 20,506, a suma punktow ministerialnych wynosi 380 (punkty MEIN
zgodne z rokiem wydania publikacji).

Pierwsze dwa opublikowane artykuly dotycza wplywu spozycia wraz z dietg
beta-glukanu z owsa o matej lub duzej masie molowej na wywotany eksperymentalnie stan
zapalny jelita grubego u szczuréw (zwierzecy model choroby Les$niowskiego-Crohna;
Doswiadczenie ). Wyniki badan zawarte w tych artykutach dotycza wptywu badanych
polisacharydow na ekspresje genoéw 1 biatek chemokin i1 ich receptorow oraz ekspresje
gléwnych markerow apoptozy i autofagii. W trzecim artykule zostaty przedstawione wyniki

pochodzace z drugiego do$§wiadczenia dotyczacego wptywu beta-glukanu z owsa o matej
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masie molowej na proces apoptozy i autofagii w poczatkowych etapach rozwoju nowotworu
jelita grubego (Dos$wiadczenie II). W tym artykule opisano wptyw tego polisacharydu
zawartego w paszy zwierzat modelowych w dwoch réznych dawkach na proces apoptozy

i autofagii w zmienionym przez poczatkowy etap kancerogenezy jelicie grubym.

5. Material i metody

Ponizej zostaly opisane metody badawcze uzyte do wykonania eksperymentow,
ktore pozwolity otrzymaé wyniki przedstawione w kolejnym rozdziale. Bardziej
szczegotowy opis tych metod wraz z dokladniejszymi informacjami dotyczacymi
wykorzystanych materiatow badawczych znajduje si¢ w artykutach naukowych, na ktérych
oparta jest niniejsza rozprawa doktorska (Kopiasz i wsp., 2021, Kopiasz i wsp., 2022,
Kopiasz i wsp., 2023).

5.1. Przygotowanie oczyszczonych frakcji beta-glukanu z owsa o duzej i malej masie
molowej

1-3, 1-4, beta-D-glukan z owsa o duzej i matej masie molowej uzyskano z otrebow
owsianych przy zastosowaniu opatentowanych metod (nr patentu EP 2515672 B1; (Harasym
i wsp., 2010) — OBG o duzej masie molowej; nr patentu PL 226915 B1; (Harasym
i Gromadzka-Ostrowska, 2014) — OBG o matej masie molowe;j). Sposob pozyskiwania OBG
oraz doktadna charakterystyka uzyskanych preparatow zostaly szczegdtowo opisane
w artykutach naukowych naszego zespotu (Harasym i wsp., 2015, 2019). W skrocie, obie
frakcje beta-glukanu wyizolowano metoda mokrej ekstrakeji alkalicznej (pH=8,5; NaOH),
z ta rdznica, ze przy otrzymywaniu OBGm otrgby wezesniej poddano mrozeniu (-20°C, 24h)
I nastepnie mieleniu zamrozonego materiatu. Po ekstrakcji preparaty odbiatczono przez
stracenie nadmiaru biatka w punkcie izoelektrycznym (pH=4,5), a osad usunig¢to przez
wirowanie. Supernatant oddzielono i zoboj¢tniono, a nastgpnie stragcono beta-glukan przez
dodanie 96% etanolu. Czystos¢ beta-glukanu zostata scharakteryzowana przy uzyciu metody
enzymatycznej bazujacej na lichenazie (AOAC 995.16; Megazyme, Irlandia) zgodnie ze
standardami analityki AACC (American Association for Cereal Chemistry) do oznaczania
zawarto$ci skrobi catkowitej 1 beta-glukanéw. Mase molowa wyznaczono wykonujac

pomiar lepkosci wtasciwej roztworow OBG z wykorzystaniem réwnania Marka-Houwinka
(Tabela 1).
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Tabela 1. Masa molowa i czystos¢ frakcji beta-glukanu z owsa stosowanych jako dodatek do paszy
zwierzat do§wiadczalnych.

Frakcja OBG Masa molowa Czystos¢ [%]
[g/mol]
mata 59x10*+0,3 x 10* 99,1
Doswiadczenie 1
duza 1,7 x 10% + 0,05 x 10° 97,4
Doséwiadczenie 11 mata 5,2 x 10* + 0,6 x 10* 99,3

5.2. Doswiadczenia in vivo

W zakres rozprawy doktorskiej wchodza wyniki pochodzace z dwoch réznych
doswiadczen in vivo przeprowadzonych na mtodych dorostych samcach szczuréw Sprague-
Dawley pochodzacych z hodowli niekrewniaczych (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Niemcy). W czasie obu doswiadczen zwierzeta byly utrzymywane w kontrolowanych
warunkach otoczenia: temperatura 22+1°C, wilgotno$¢ powietrza 50+5%, cykl
$wiatto/ciemno 12/12 h, wymiana powietrza 15 razy/godzing. Po tygodniu aklimatyzacji,

szczury rozdzielono i umieszczono w pojedynczych, poliuretanowych klatkach.

5.2.1. Doswiadczenie przeprowadzone na zwierzecym modelu choroby Lesniowskiego-
Crohna (Doswiadczenie I)

Doswiadczenie I zostato przeprowadzone na 150 szczurach. Zwierzgta podzielono
na dwie gtéwne grupy eksperymentalne: grup¢ z indukowanym przez jednorazowe
doodbytnicze podanie etanolowego roztworu kwasu 2,4,6-trinitrobensenosulfonowego
(TNBS) (150 mg/kg m.c.) stanem zapalnym jelita grubego (grupa colitis) oraz grupe
kontrolng, w ktérej szczurom podano analogiczng droga roztwor soli fizjologicznej (0,9%
NaCl). Zwierzgta z obu gtownych grup podzielono na trzy podgrupy zywieniowe: podgrupe
zywiong pasza podstawowa AIN-93M bez beta-glukanu (OBG-), podgrupe zywiona pasza
AIN-93M z dodatkiem 1% (w/w) beta-glukanu z owsa o matej masie molowej (OBGm+)
i podgrupe zywiong pasza AIN-93M z dodatkiem 1% (w/w) beta-glukanu z owsa o duzej
masie molowej (OBGd+). Dhugo$¢ okresu zywienia powyzszymi dietami wynosit 3, 7 lub
21 dni od momentu iniekcji doodbytniczej. Dokladny schemat do$wiadczenia zostal
przedstawiony na Rycinie 1. Na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskiej nazwy grup
zostaty ujednolicone 1 spolszczone przez nieznaczne modyfikacje wzgledem oryginalnych
uzytych w artykutach. Na przeprowadzenie dos§wiadczenia in vivo i wykonanie wszystkich

procedur uzyskano zgode II Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie (Uchwata nr 60/2015)
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zgodnie z Dyrektywa UE 2010/63/EU dotyczacej doswiadczen na zwierzetach i zasadami

3R (ang. replacement, reduction and refinement — zastapienie, ograniczenie i doskonalenie).

~ ")\"//‘_7\\\\
~ N £ ( =

e / U == 0.9% NaCl
150 3 Szezuréw
R e Sprague-Dawley Q¥ P,
// \ / \\ \ \
e P / w // K s
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Grupa colitis (n=75) Grupa kontrolna (n=75)
oﬂmc- OﬁGmG-
OpGd+ OpGd+
Poczatek Sekceja i pobranie tkanek Sekcja i pobranie tkanek Sekeja i pobranie tkanek
eksperymentu (n=150) (n=48) (n=48) (n=54)

ol o & ON

Rycina 1. Schemat doswiadczenia | przeprowadzonego na zwierzecym modelu choroby Les$niowskiego-
Crohna. TNBS — kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy.

5.2.2. Doswiadczenie przeprowadzone na zwierzecym modelu wczesnych etapow
kancerogenezy jelita grubego (Doswiadczenie I1)

Doswiadczenie |l zostalo przeprowadzone na 45 szczurach. Zwierzgta zostaly
podzielone na dwie gtowne grupy eksperymentalne: szczury z indukowanym wczesnym
etapem kancerogenezy jelita grubego (CRC) 1 grupe kontrolng. Wczesny etap
kancerogenezy zostal wywotany przez dwukrotng (w tygodniowych odstepach)
dootrzewnowg iniekcje azoksymetanu (AOM). W grupach kontrolnych podano ta samg
droga roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl). Zwierzeta z gtownych grup podzielono
nastgpnie na trzy podgrupy zywieniowe otrzymujace pasz¢ podstawowa AIN-93M bez
dodatku beta-glukanu (OBG-), taka sama pasze¢ z dodatkiem 1% (w/w) beta-glukanu z owsa
o matej masie molowej (OBGm+1%) lub z dodatkiem 3% (w/w) beta-glukanu z owsa o mate;j
masie molowej (OBGm+3%) (Rycina 2). Na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskiej
nazwy grup zostaty ujednolicone i spolszczone przez nieznaczne modyfikacje wzgledem
oryginalnych uzytych w artykutach. Na przeprowadzenie doswiadczenia in vivo i wykonanie
wszystkich procedur uzyskano zgodg 11 Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie (Uchwata
nr WAW2/040/2019) zgodnie z Dyrektywg UE 2010/63/EU dotyczacej doswiadczen na

zwierzetach i zasadami 3R.
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Rycina 2. Schemat doswiadczenia Il przeprowadzonego na zwierzgcym modelu wczesnych etapow

kancerogenezy jelita grubego. AOM — azoksymetan; CRC — grupa z indukowanym wczesnym etapem
kancerogenezy jelita grubego.

5.3. Pobranie i zabezpieczenie probek do dalszych analiz

W doswiadczeniu I podczas sekcji pobrano probke okreznicy z czesci, w ktorej
wywolany zostal miejscowy silny stan zapalny, podczas gdy w doswiadczeniu II od kazdego
szczura pobrane byly trzy fragmenty jelita grubego z jego trzech odcinkéw (okreznicy
proksymalnej 1 dystalnej oraz z prostnicy). Fragmenty do analizy Western blot zamrozono
w ciekltym azocie, do analizy ekspresji genow (Real-Time PCR) utrwalono w odczynniku
QlAzol (Qiagen, Venlo, Holandia) i zamrozono w cieklym azocie, a do analizy
immunohistochemicznej utrwalono w 10% roztworze buforowanej formaliny, odwodniono

i zatopiono w bloczkach parafinowych.

5.4. Analiza immunohistochemiczna markeréw apoptozy i autofagii w blonie sluzowej
jelita grubego

Probki jelita grubego zatopione w bloczkach parafinowych zostaly pocigte na
skrawki o grubosci 5 pum 1 umieszczane na szkietkach mikroskopowych. Z tak
przygotowanych probek usuwano parafing przy uzyciu ksylenu, a nastgpnie material
uwadniano w serii roztwordw etanolu o malejacych stezeniach. W celu odkrycia antygenow,
probki gotowano w buforze cytrynianowym (pH=6), a w celu zablokowania enzyméw
endogennych inkubowano z Bloxall Blocking Solution (Vector Laboratories, USA).
Nastepnie probki inkubowano przez noc w lodéwce z przeciwciatami pierwszorzgdowymi
(krolicze przeciwciata przeciw LC3B, cietej kaspazie-3, catkowitej kaspazie-3). Nastepnego

dnia wyptukano nadmiar przeciwcial pierwszorzedowych i1 naniesiono przeciwciala
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drugorzedowe sprzgzone z peroksydaza chrzanowa. W celu uwidocznienia miejsc
przytaczenia przeciwciat drugorzedowych probki inkubowano z 3,3'-diaminobenzydyna,
ktora pod wptywem peroksydazy chrzanowej daje produkt o bragzowej barwie. Na koniec
probki odwodniono i zabezpieczono przez naklejenie szkietek nakrywkowych.

Preparaty immunohistochemiczne byly analizowane przy uzyciu mikroskopu
swietlnego (NIKON Eclipse Ti2, Tokio, Japonia). W doswiadczeniu I ekspresja markerow
apoptozy 1 autofagii byla oznaczana w komoérkach nabtonka jelita grubego przez
obrysowanie dwudziestu obszarow nabtonka jelitowego o zblizonej powierzchni na kazdym
skrawku. Ekspresja chemokin i ich receptorow, jak rowniez markerow apoptozy i autofagii
w doswiadczeniu II byly oznaczane w btonie $luzowej jelita grubego przez obrysowanie
sze$ciu fragmentow blony §luzowej na kazdej probcee jelita. Ekspresja byta wyliczana jako
zintegrowana gesto$¢ optyczna (ang. Integrated Optical Density [IOD]) z zastosowaniem
ponizszego wzoru:

Powierzchnia brazowych obszarow . . .
10D = - - — X Srednie nasycenie barwy
Powierzchnia zaznaczonych obszaréw

5.5. Analiza Western blot markerow apoptozy i autofagii w komoérkach jelita grubego

Probki jelita grubego zhomogenizowano w buforze RIPA z dodatkiem inhibitorow
fosfataz 1 proteaz. Po odwirowaniu pobrano supernatant, w ktorym oznaczono stezenie
biatka przy uzyciu zestawu Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). Probki (znormalizowane do stezenia biatka
50 pg) zostaly rozdzielone za pomocag elektroforezy na zelu poliakrylamidowym i
przeniesione na membrang PVDF przy uzyciu systemu TransBlot Turbo Transfer (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Nastgpnic membrany inkubowano przez noc w lodowce
z przeciwciatami pierwszorzedowymi (krélicze przeciwciata przeciw LC3B i kaspazie-3).
Nastepnego dnia po wyptukaniu nadmiaru przeciwcial pierwszorzgdowych, naniesiono
przeciwciala drugorzedowe sprzgzone z barwnikiem fluorescencyjnym. Do analizy ekspresji
badanych biatek uzyto ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
a nastepnie obliczono integralng gesto$¢ optyczng (IOD) z normalizacja jej poziomu

wzgledem ekspresji beta-aktyny.

5.6. Analiza ekspresji gené6w chemokin i ich receptoréw w komoérkach jelita grubego

RNA z probek jelita grubego wyizolowano przy uzyciu zestawu RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) zgodnie z instrukcjami producenta oraz
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oceniono stezenie 1 czystos¢ RNA przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, USA). Nastepnie zsyntezowano komplementarne cDNA wykorzystujac
zestaw RT2 First Standard Kit (Qiagen, Niemcy) i przeprowadzono analiz¢ ekspresji genéw
przy uzyciu macierzy PCR RT? Profiler (Qiagen, Hilden, Niemcy). Macierz zawierata
startery dla wybranych gendw biatek zaangazowanych w proces apoptozy i autofagii oraz
gendw chemokin i ich receptoroéw. Amplifikacja zostata przeprowadzona w termocyklerze
AriaMx Real-time PCR System (Agilent Technologies, USA), a wzglgdna ekspresja genow
obliczona zostala z zastosowaniem metody AACt z Rplpl i Ldha jako genami
referencyjnymi w programie GeneGlobe Qiagen (Qiagen, Niemcy). Wyniki przedstawiono
jako wzgledng ekspresje genu docelowego w stosunku do gendw referencyjnych ($rednia

arytmetyczna), przy czym grupe kontrolng obliczono jako 1.

5.7. Analiza statystyczna otrzymanych wynikow

Uzyskane wyniki przeanalizowano przy uzyciu programu Statistica (StatSoft,
Krakow, Polska). W pierwszej kolejnosci dla wszystkich danych zostala okreslona
normalno$¢ rozktadu testem Shapiro-Wilka i jednorodno$¢ wariancji testem Browna-
Forsythe'a. Aby moc przeprowadzi¢ dalszg analize statystyczng z wykorzystaniem analizy
wariancji, cze$¢ danych poddano przeksztatceniom (pierwiastkowanie lub logarytmowanie),
co jest doktadnie opisane w artykulach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskie;.
Do oceny wptywu czynnikdéw eksperymentalnych na badane parametry oraz interakcji
miedzy tymi czynnikami zostala wykorzystana wieloczynnikowa analiza wariancji
(ANOVA). Roznice migdzy grupami zostaty okreslone za pomocg testu post-hoc Tukey’a.
Ponadto w artykule opublikowanym w International Journal of Biological Macromolecules
wyniki, dla ktorych ANOVA wykazala istotno$¢, a test post-hoc Tukeya nie wykazat
istotnych réznic, zastosowano mniej rygorystyczny test post-hoc Duncana. Wyniki
wszystkich podgrup zywieniowych poréwnano z grupg kontrolng (OBG-) za pomocg testu

post-hoc Dunnetta. Za istotne statystycznie roznice przyjeto p-value o wartosci ponizej 0,05.

31



6. Syntetyczne omowienie wybranych wynikéw wchodzacych w sklad
rozprawy doktorskiej

6.1. Doswiadczenie 1

Ekspresja gendw chemokin i ich receptorow byta analizowana po 3. 1 7. dniach od
wywotania zapalenia, a to ze wzglgdu na charakterystyke zmian zapalnych w $cianie jelita
grubego oraz stopien nasilenia tych zmian. Po 3. dniach od wywotania zapalenia zmiany
w Scianie jelita grubego byty charakterystyczne dla fazy zaostrzenia CD u ludzi, natomiast
po 7. dniach miaty one cechy okresu wchodzenia w remisje charakterystycznego dla os6b
cierpigcych na CD.

Wiyniki ekspresji gendéw chemokin zostaly przedstawione na rycinie 3. Analiza
wariancji wykazata, ze ekspresja genéow wszystkich badanych chemokin (z wyjatkiem
Cxcl10) byta istotnie wyzsza w grupie z zapaleniem jelita grubego w poréwnaniu
z wartosciami w grupie kontrolnej (p < 0,01). Ponadto ekspresja genow Ccl3, Ccl4, Cxcll
i Cxcl2 byta istotnic obnizona w grupie otrzymujacej pasz¢ z dodatkiem OPGd+
w porownaniu do szczurdw spozywajacych diete kontrolng bez dodatku beta-glukanu
(p < 0,05). Po 7 dniach zaobserwowano znaczace obnizenie ekspresji genow Ccl3, Cxcll,
Cxcl2, Cxcl10 i Cxcl1l w porownaniu do warto$ci odnotowanych 3 dni od podania TNBS
(p < 0.05). Ponadto, jak wykazata ANOVA, zaobserwowano istotng interakcje miedzy
stanem zapalnym okreznicy a interwencja zywieniowa, ktora wplynela na ekspresje gendw
Ccl3, Cxcll i Cxcl2 (p < 0,01). Istotnie wyzsza ekspresje gendéw tych chemokin
zaobserwowano w grupie colitis OG- w porownaniu z grupa kontrolng, podczas gdy
w grupie colitis OBGd+ ekspresja wyszczegdlnionych genéw byta nizsza w poréwnaniu
z grupg colitis OPG- i jednoczesnie na tym samym poziomie co w grupie kontrolnej.
Dodatkowo, ANOVA wykazata statystycznie istotng interakcje¢ pomigdzy wszystkimi
trzema czynnikami eksperymentalnymi (stan zapalny jelita grubego, interwencja dietetyczna
I czas interwencji), ktore wplynety na ekspresje genow Ccl3, Ccl4, Ccl5 i Cxclll (p < 0,05).
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Rycina 3. Wzgledna ekspresja genéw chemokin. Istotne réznice wzgledem grupy kontrolnej OBG- w tym
samym punkcie czasowym analizowano testem post-hoc Dunnett'a (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
Istotne réznice pomigdzy grupami z zapaleniem jelita grubego i grupami kontrolnymi w tym samym punkcie
czasowym i z ta samg interwencja zywieniowa analizowano testem post hoc Tukey'a (°** p < 0,001). Istotne
roéznice migdzy ta sama podgrupg zywieniowa w réznych punktach czasowych analizowano testem post hoc
Tukey'a (* p < 0,05, ™ p <0,01). Rézne litery oznaczaja istotne roznice w grupie z zapaleniem okreznicy lub
w grupie kontrolnej w tym samym punkcie czasowym analizowane testem post hoc Tukey'a (** p < 0,05,
aa,bb p< 0,01)_

Wyniki ekspresji genow receptorow chemokin zostaty przedstawione na rycinie 4.

Analiza statystyczna tych wynikow wykazala wyzszg ekspresj¢ genow Ccrl, Ccr2, Ccrb
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I Cxcr2 u szczurow z zapaleniem w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej (p < 0,001).
Ponadto, ANOVA wykazata istotnie nizsza ekspresje genow Ccrl i Ccr2 u szczurow
spozywajacych pasze OBGd+ w porownaniu do szczuréw spozywajacych pasze bez
beta-glukanu (p < 0,05). Interakcj¢ miedzy stanem zapalnym a interwencja zywieniowa
wykazano dla Ccr2 i Cxcr2 (p < 0,01), a w przypadku ekspresji Ccrl i Ccr5 wykazano taki
sam trend (p < 0,1). Istotnie wyzsza ekspresja gendw receptorow wszystkich czterech
chemokin byta w grupie colitis OBG- w porownaniu z grupg kontrolng OBG- (p < 0,01),
natomiast w grupie colitis OBGd+ ta ekspresja byta obnizona w porownaniu z grupg colitis
OBG- (p < 0,05).

Nalezy podkresli¢, ze ekspresja genéw wszystkich wybranych chemokin 1 ich
receptorow w grupach bez indukowanego zapalenia jelita grubego byta niewielka, nie

stwierdzono zadnych istotnych réznic pomigdzy poszczegdlnymi podgrupami badawczymi.
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Rycina 4. Wzgledna ekspresja gendéw receptorow chemokin. Istotne roznice wzglgdem grupy kontrolnej OG-
w tym samym punkcie czasowym analizowano testem post-hoc Dunnetta (* p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001). Istotne réznice pomigdzy grupami z zapaleniem jelita grubego i grupami kontrolnymi w tym
samym punkcie czasowym i z tg samg interwencjg zywieniowg analizowano testem post hoc Tukey'a
(®p <0.05, ® p<0.01, °°p<0,001). Rozne litery oznaczaja istotne roznice w grupie z zapaleniem okreznicy
lub grupie kontrolnej w tym samym punkcie czasowym analizowane testem post hoc Tukey'a (3° p < 0,05).

Wyniki immunohistochemicznej ekspresji biatka LC3B (markera autofagii) 1 cigtej

(aktywnej formy) kaspazy-3 (markera apoptozy) w komorkach nabtonka okreznicy zostaly
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przedstawione na rycinie 5. ANOVA wykazata istotny wpltyw na ekspresjc LC3B
wszystkich trzech czynnikow doswiadczalnych: dlugosci okresu jaki uptynat od podania
TNBS, spozycia OBG wraz z paszg 0raz obecno$ci stanu zapalnego. Ekspresja LC3B
zmniejszata si¢ wraz z uptywem czasu od podania TNBS (p < 0,001). Indukowany stan
zapalny zmniejszyl rowniez ekspresje tego biatka (p < 0,01). Spozycie paszy z OpGd+
spowodowato natomiast znaczacy wzrost ekspresji LC3B w poréwnaniu z innymi grupami
zywieniowymi (p <0,05). ANOVA wykazata rOwniez istotng interakcj¢ miedzy tymi trzema
czynnikami eksperymentalnymi (p < 0,01), co znalazto odzwierciedlenie w istotnie wyzszej
ekspresji LC3B po 7 dniach w grupie kontrolnej OBGh+ w poréwnaniu z grupa colitis
OBGh+. Réwniez po 21 dniach byly obserwowane istotne réznice migdzy podgrupami
badawczymi, a ekspresja tego biatka byta istotnie nizsza w grupach colitis OBG-, colitis
OBGm+ i kontrolnej OBGm+ W poréwnaniu z grupg kontrolng, podczas gdy w grupie colitis
OpGd+ ekspresja badanego biatka byta na zblizonym poziomie do stwierdzonej w grupie
kontrolnej.

Na ekspresje aktywnej formy kaspazy-3 wplynely wszystkie badane czynniki, czyli
indukowany stan zapalny, dlugo$¢ okresu od wywotania zapalenia oraz dodatek do paszy
OBG (p < 0,0001). Najwazniejsze zmiany jakie wykazata analiza statystyczna to bardzo
znaczacy wzrost ekspresji tego biatka w kolonocytach szczuréw z indukowanym zapaleniem
w 7. dniu od podania TNBS. W tym punkcie czasowym wykazano, ze spozycie paszy
z dodatkiem OBG zarowno o duzej, jak i matej masie molowej spowodowato istotnie nizsza
ekspresje cietej kaspazy-3 w kolonocytach szczuréw z indukowanym zapaleniem. Ponadto,
w grupie colitis OBGm+ poziom ekspresji tego biatka byt na poziomie zblizonym do grupy
kontrolnej. Po 3121 dniach od wywotania zapalenia poziom ekspresji markera apoptozy byt
na znacznie nizszym poziomie, lecz w obu okresach czasowych wykazano istotne roznice.
W poczatkowym okresie (po 3 dniach) w grupach z indukowanym zapaleniem ekspresja
aktywnej kaspazy-3 byla nizsza niz w grupie kontrolnej, natomiast po 21 dniach w grupie
colitis OBGd+ ekspresja byta wyzsza w porownaniu z grupa kontrolng oraz pozostatymi

podgrupami z indukowanym zapaleniem.
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Rycina 5. Ekspresja markerow autofagii i apoptozy w kolonocytach — wyniki analizy immunohistochemicznej.
(A, B) — zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (powickszenie 400x). Biate strzatki wskazuja
kolonocyty z wysoka ekspresjg biatka LC3B (A) i aktywnej kaspazy-3 (B) (brazowy kolor). (C, D) — wykresy
ekspresji LC3B i aktywnej kaspazy-3 (Srednia + SE) wyrazone jako zintegrowana gesto$¢ optyczna (IOD).
Istotne r6znice wzgledem grupy kontrolnej OBG- w tym samym punkcie czasowym analizowano testem post-
hoc Dunnett'a (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Istotne réznice pomig¢dzy grupami z zapaleniem jelita
grubego i grupami kontrolnymi w tym samym punkcie czasowym i z ta sama interwencja zywieniowa
analizowano testem post hoc Tukey'a # p < 0,001). Istotne roznice pomiedzy ta samg podgrupg zywieniowa
w roznych punktach czasowych analizowano testem post hoc Tukey'a (* p < 0,05, *** p < 0,01). Rozne litery
oznaczajg istotne rdznice w grupie z zapaleniem okr¢znicy lub grupie kontrolnej w tym samym punkcie
czasowym analizowane testem post hoc Tukey'a (a,b p < 0,05).

6.2. Doswiadczenie 11

Wyniki ekspresji gléwnego markera tworzenia autofagosomow (LC3B) zostaly
przedstawione na rycinic 6. Za pomocg metody immunohistochemicznej oznaczono
ekspresj¢ obu form LC3B (LC3B-I i LC3B-1l) w blonie $luzowej jelita grubego. Analiza
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wariancji wykazata istotng interakcj¢ migdzy rozwojem wczesnych stadiow raka jelita
grubego a interwencja zywieniowa (p < 0,01). Ekspresja LC3B byla wyzsza w btonie
sluzowej szczurow z grupy CRC zywionych paszg z dodatkiem 3% OBGm w poréwnaniu
z grupami kontrolnymi oraz grupg CRC OBG- (ryc. 6B). Forma LC3B-II, ktora bezposrednio
koreluje z liczbg utworzonych autofagow 1 jest najbardziej wiarygodnym markerem
autofagii, zostata 0znaczona w calej $cianie jelita grubego za pomoca analizy Western blot.
Wyniki ekspresji LC3B-II w $cianie jelita grubego réwniez wykazaly istotnie wyzszg
ekspresje tego biatka u szczurow z grupy CRC OBGM+3% w poréwnaniu z grupami
kontrolnymi oraz grupg CRC OBG- (ryc. 6D). Spozycie OBGm nie miato natomiast wptywu
na ekspresj¢ LC3B w grupach kontrolnych.
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Rycina 6. Zmiany w ekspresji LC3B w blonie $luzowej jelita grubego (A, B) przy uzyciu analizy
immunohistochemicznej (IHC) i ekspresji LC3B-II w catej $cianie jelita grubego (C, D) przy uzyciu analizy
Western blot (WB). (A) Zdjecia wykonane przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (powigkszenie x400). Biate
strzatki wskazuja obszary o wysokiej ekspresji LC3B (bragzowe obszary). (B) Zmiany w ekspresji LC3B
przedstawione jako zintegrowana gesto$¢ optyczna (IOD), (Srednia + SE). (C) Reprezentatywne zdjecia
immunoblotow. (D) Zmiany w ekspresji LC3B-II przedstawione jako 10D, ($rednia + SE). Rézne litery
oznaczajg istotne roznice pomigdzy podgrupami zywieniowymi W grupie kontrolnej i CRC okre$lone testem
post-hoc Tukey'a (A,B p<0,05) lub testem post-hoc Duncan'a (a,b p<0,05). Istotne rdéznice pomig¢dzy
podgrupami kontrolnymi i CRC z ta samg interwencja zywieniowa analizowano testem post hoc Tukey'a
(++ p<0,01) lub testem post hoc Duncan'a (## p<0,01). Istotne réznice w poréwnaniu z grupa kontrolnag OpG-
analizowano za pomocg testu post-hoc Dunnett'a (** p<0,01).

Za pomocy analizy immunohistochemicznej oznaczona zostata ekspresja obu form
kaspazy-3 (aktywnej i nieaktywnej) tzw. calkowita kaspaza-3 (ryc. 7A, B), jak rowniez
ekspresja aktywnej formy (cieta kaspaza-3) (ryc. 7C, D). Wykazano istotne roznice
w ekspresji catkowitej kaspazy-3 oraz aktywnej formy tego biatka (p < 0,05). Indukcja
wczesnego etapu kancerogenezy jelita grubego spowodowata obnizenie ekspresji catkowitej

kaspazy-3 w btonie Sluzowej, ale efekt ten zostat potwierdzony jedynie przez test post-hoc
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Duncana (p < 0,05), ktory ma wysokie ryzyko btedu pierwszego rodzaju (odrzucenia
hipotezy zerowej gdy jest ona prawdziwa). Ponadto efekt ten nie byt wykazany dla aktywne;j
formy tego biatka. Najbardziej istotne roznice w ekspresji catkowitej i1 cigtej kaspazy-3
zostaty wykazane pomiedzy grupg CRC OBGmM+3% a grupa CRC OBG-, w ktorych wyzsza
ekspresja byla u szczuréw zywionych paszg z dodatkiem 3% OBGm. Nalezy podkreslic,
ze we wszystkich grupach kontrolnych nie zaobserwowano zmian w ekspresji kaspazy-3.
Zmiany w ekspresji aktywnej kaspazy-3 w $cianie jelita grubego 0znaczone za pomoca
analizy Western blot przedstawiono na rycinie 7E i 7F. Ekspresja tego biatka w catej $cianie
jelita byta wyzsza tylko w grupie kontrolnej OBGmM+3% w poréwnaniu do grup kontrolnych

OBGM+1% 1 CRC OBGM+3%. Nie zaobserwowano rdznic mi¢dzy innymi podgrupami.
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Rycina 7. Zmiany w ekspresji catkowitej kaspazy-3 (A, B) i aktywnej kaspazy-3 (C, D) w blonie sluzowej
jelita grubego wykazane przy uzyciu analizy immunohistochemicznej (IHC) oraz ekspresji aktywnej
kaspazy-3 w calej $cianie jelita grubego (E, F) przy uzyciu analizy Western blot (WB). (A, C) Zdjgcia
wykonane przy uzyciu mikroskopu S$wietlnego (powigkszenie x400). Biate strzatki wskazuja obszary
o wysokiej ekspresji kaspazy-3 i jej aktywnej formy (bragzowe obszary). (B, D) Zmiany w ekspresji kaspazy-3
i jej aktywnej formy przedstawione jako zintegrowana gesto$§¢ optyczna (IOD), ($rednia = SE).
(E) Reprezentatywne zdjecia immunoblotow. (F) Zmiany w ekspresji aktywnej kaspazy-3 przedstawione jako
IOD, ($rednia + SE). Rozne litery oznaczaja istotne réznice pomiedzy podgrupami dietetycznymi w grupie
kontrolnej i CRC okres$lone testem post-hoc Tukey'a (A,B p<0,05) lub testem post-hoc Duncan‘a (a,b p<0,05).
Istotne réznice pomigdzy podgrupami kontrolnymi i CRC z tg sama interwencjg zywieniowa analizowano
testem post hoc Duncan'a (# p<0,05). Istotne réznice w poréwnaniu z grupa kontrolng OBG- analizowano
za pomocg testu post-hoc Dunnett'a (* p<0,05).
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7. Podsumowanie wynikow i ich dyskusja

Cel badan wchodzacych w zakres niniejszej rozprawy doktorskiej mozna podzielié
na dwie odrgbne czesci. Pierwsza z nich dotyczyta weryfikacji terapeutycznego potencjatu
beta-glukanu z owsa o r6znej masie molowej w CD wraz z poznaniem mechanizméw tego
dziatania, w tym przede wszystkim mechanizméw zwigzanych z wpltywem na tworzenie
nacieku zapalnego w miejscu indukcji zapalenia oraz z modulacja procesu apoptozy
I autofagii, ktore maja wplyw na integralno$¢ bariery jelitowej i sa zaangazowane
w mechanizmy rozwoju nowotworow przez wplyw na transofimacje¢ i progresje. Druga czes¢
dotyczyta mechanizmow dziatania potencjatu terapeutycznego beta-glukanu z owsa o matej
masie molowej we wczesnych etapach kancerogenezy jelita grubego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem procesu apoptozy i autofagii, ktore jak wspomniano powyzej, majg istotny

wplyw na transformacjg i progresj¢ nowotworowsa.

7.1. Doswiadczenie I

Model zapalenia jelita grubego zastosowany w niniejszej rozprawie doktorskiej jest
charakterystyczny dla CD u ludzi, przede wszystkim ze wzgledu na obecno$¢
przezsciennych zmian zapalnych z gestg infiltracjg limfocytow 1 wydzielaniem cytokin
prozapalnych w catej Scianie jelita (Antoniou i wsp., 2016; Catana i wsp., 2018), co zostato
potwierdzone i opisane we wcze$niejszych publikacjach naszego zespotu (Zyta i wsp., 2019,
Zyta i wsp., 2021). Analizowane w tym badaniu modelowym trzy punkty czasowe
odzwierciedlajg trzy stadia rozwoju CD. Okres 3 dni od podania TNBS odpowiada
miejscowemu ostremu stanowi zapalnemu charakterystycznemu dla aktywnej fazy CD.
W 7. dniu wykazano zmniejszenie ekspresji markerow stanu zapalnego oraz redukcje¢ innych
objawow zwigzanych z zapaleniem, co wskazuje na poczatek okresu remisji (Zyta i wsp.,
2021). Po 21. dniach ocena histologiczna wykazata tagodne lub umiarkowane zapalenie
jelita grubego oraz znaczne zmniejszenie ekspresji markeréw stanu zapalnego,
co odzwierciedla stadium okotoremisyjne CD (Zyla i wsp., 2019). W analizowanym
w niniejszej rozprawie modelu CD, zapalenie jelit uzyskano przez miejscowe podanie
roztworu TNBS w 50% etanolu, co wigze si¢ zardbwno z wywolaniem uszkodzenia
chemicznego S$ciany jelita, jak i indukcja zwigkszonej reaktywnosci immunologicznej
limfocytow T. Uzyty w badaniu modelowym etanol prowadzi do ostabienia bariery
sluzowkowej umozliwiajac lepsza penetracje TNBS, ktory powoduje powazne uszkodzenia
$ciany okreznicy przez silne wlasciwos$ci oksydacyjne tego zwigzku (Antoniou i wsp., 2016;

El-Salhy i Hatlebakk, 2016). U badanych szczurow natychmiast po podaniu TNBS wystapit
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miejscowy stan zapalny, co objawialo si¢ utratg apetytu powodujaca zmniejszone spozycie
paszy przez 5 dni od podania TNBS, biegunkami u niektérych szczuréw oraz mniejszym
przyrostem masy ciata tych zwierzat. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zmiany te byly
przemijajace i mato inwazyjne, na co wskazuje ogdlny dobry stan zdrowia zwierzat oraz
brak wzrostu aktywnosci transaminaz watrobowych w osoczu (Kopiasz i wsp., 2020).

Przebieg CD u ludzi charakteryzuje si¢ okresami zaostrzen i remisji. Okresom
zaostrzen towarzyszy znaczny naciek zapalny leukocytow w blonie sluzowej 1 podsluzowe;j
jelita, w tym makrofagow, neutrofili i limfocytow T (takich jak komoérki Thl 1 Thl17).
Komorki te migruja poprzez wigzanie czasteczek integryn znajdujacych si¢ na powierzchni
leukocytow z czasteczkami adhezji komérkowej znajdujacymi si¢ na powierzchni komorek
sroddbtonka. W odpowiedzi na sygnaty zapalne w blonie sluzowej jelit, komorki srodbtonka
drobnych naczyn krwiono$nych oraz komorki nablonka jelit wytwarzaja chemokiny, ktore
dziataja jako chemoatraktanty dla leukocytoéw, rekrutujac te komorki do miejsca zapalenia
(Singh i wsp., 2016; Ramos i Papadakis, 2019). Ostry stan zapalny obserwowany po 3.
dniach od podania TNBS byt spowodowany uszkodzeniem komorek okreznicy. Czasteczki
z uszkodzonych komorek dzialaja jako sygnaly chemotaktyczne, stymulujac migracje
komorek odpornosciowych z krwi do tkanki objetej stanem zapalnym. Zrekrutowane
komorki odpornos$ciowe zwigkszaja ekspresj¢ cytokin prozapalnych, ktore z kolei rekrutuja
nowe komorki odpornosciowe i wzmacniaja odpowiedz immunologiczng (Ramos
i Papadakis, 2019). W prezentowanym w rozprawie badaniu indukowane zapalenie jelita
grubego u szczuréw zwigkszato ekspresje genow chemokin, takich jak Ccl3, Ccl4, Ccl5,
Cxcll, Cxcl2, Cxcl9 i Cxclll oraz receptorow chemokin, takich jak Ccrl, Ccr2, Ccr5
I Cxcr2. Ponadto wykazano znaczacy wplyw czasu na zmniejszenie ekspresji genow Ccl3,
Cxcll, Cxcl2, Cxcl10, Cxcl11 i Ccrl po 7. dniach od podania TNBS w porownaniu do 3. dni
(Kopiasz i wsp., 2022). Zwickszona ekspresje chemokin i ich receptorow potwierdzaja
rowniez wyniki innych badan modelowych na zwierzgtach, w ktérych indukowany stan
zapalny jelita grubego spowodowal wzrost ekspresji genow Cxcll, Cxcl2, Ccl3, Ccl4, Ccl5,
Cxcr2, Ccrl, Ccr5, jak réwniez wzrost ekspresji biatek CXCL2 i CXCR2 (Sasaki i wsp.,
2014; Majima i wsp., 2018; Miranda i wsp., 2018; Li i wsp., 2021). Ponadto, zwigkszong
ekspresje biatek 1 genow chemokin 1 ich receptorow obserwuje si¢ rOwniez u pacjentow
zUC i CD (Singh i wsp., 2016; Zhou i Liu, 2017; Ramos i Papadakis, 2019).

Po 3. dniach od indukcji zapalenia wykazano zmniejszong ekspresj¢ genow
chemokin, takich jak Ccl3 i Ccl4 oraz receptoréw chemokin Ccrl i Ccr2 u zwierzat

z zapaleniem jelita grubego zywionych pasza z OBG o matej masie molowej, podczas gdy
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zwierzeta otrzymujace pasze z OBG 0 duzej masie molowej wykazywaly zmniejszong
ekspresje chemokin Ccl3, Ccl4, Cxcll i Cxcl2 oraz receptorow Ccrl, Ccr2, Ccr5 i Cxcr2
(Kopiasz i wsp., 2022). Wyniki te wyraznie wskazuja na silniejszy wplyw beta-glukanu
z owsa 0 duzej masie molowej na modulacj¢ ekspresji genéw chemokin i ich receptorow
w $cianie okreznicy podczas ostrej fazy zapalenia.

Sposrod powyzszych chemokin, na ktoére miato wptyw spozycie OBG 0 duzej masie
molowej, kluczowe wydaja si¢ by¢ chemokiny CXCL1 i CXCL2 oraz ich receptor CXCR2,
odgrywajace istotng rol¢ w zapaleniu jelita grubego 1 progresji nowotworowej.
0$ CXCLs/CXCR2 odgrywa istotng role w rekrutacji neutrofili do miejsca zapalenia oraz
zwigksza penetracj¢ btony §luzowej przez mieloidalne komoérki supresorowe (MDSC).
Rozlegla infiltracja neutrofili podczas przewleklego stanu zapalnego jest jednym
z najwazniejszych czynnikéw patogenezy w roznych chorobach zapalnych, w tym CD.
Ponadto, przewlekty stan zapalny jest $cisle skorelowany z inicjacjg raka, a MDSC ostabiaja
przeciwnowotworowe dziatanie limfocytéw T i promujg inwazj¢ i zdolno$¢ przerzutowania
nowotworu (Cheng i wsp., 2019). Zatem wykazane w badaniu wlasnym zmniejszenie
ekspresji genéw Cxcll, Cxcl2 i Cxcr2 pod wptywem spozycia OBG o duzej masie molowej,
wydaje si¢ by¢ korzystne, jednakze sama ekspresja genow nie zawsze przeklada sie
bezposrednio na ekspresje danego biatka w tkance. Kierunek zmian w ekspresji biatka
CXCL1 i CXCR2 byt odwrotny. W grupie szczuréw z zapaleniem po 3. i 7. dniach
doswiadczenia ekspresja tych biatek byta na niskim poziomie, podczas gdy w grupach
z zapaleniem otrzymujacych pasze z OBG ekspresja CXCL1 byta na poziomie zblizonym do
wartos$ci stwierdzonej u zwierzat z grupy kontrolnej. Ponadto ekspresja CXCR2 po 7. dniach
byta w tych grupach na znacznie wyzszym poziomie niz w pozostalych grupach. Nalezy
réwniez podkresli¢, ze w grupach colitis zywionych pasza z OBG wysoka ekspresja biatka
CXCR2 byla wykazana szczegdlnie w poblizu obszaru naciekéw zapalnych i silnie
uszkodzonej btony §luzowej (Rycina 4A z artykulu Kopiasz 1 wsp., 2022). Mozna zatem
przypuszczac, ze taki kierunek zmian ekspres;ji tych biatek spowodowal, ze wzrosta rowniez
liczba neutrofili i monocytow, ktore petnig wiele istotnych funkcji w organizmie. Dzigki
silnej reaktywno$ci na patogeny i aktywno$ci przeciwbakteryjnej, neutrofile chronig
organizm przed zewnetrznymi patogenami, szczegolnie podczas uszkodzenia bariery
jelitowej. Z drugiej strony, rezydujace w tkankach monocyty mogg by¢ przeksztalcane
w makrofagi, ktére po prowokacji mikrobiologicznej sa aktywowane do wytwarzania
chemoatraktantéw neutrofili, takich jak chemokiny CXCL1 i CXCL2 (Prame Kumar i wsp.,

2018). Biorgc pod uwage wczesny etap ostrego indukowanego zapalenia oraz role neutrofili
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1 monocytow/makrofagdw w niszczeniu i neutralizacji patogenow wydaje sie, ze ich szybka
infiltracja spowodowana beta-glukanem z owsa moze by¢ korzystna poprzez wzmocnienie
ochrony przed patogenami utraconej przez uszkodzenie integralno$ci bariery jelitowe;.
Ochronne dziatanie neutrofili w indukowanym przez TNBS 1 DSS zapaleniu jelita grubego
potwierdzaja rowniez badania innych autoréw (Kiihl i wsp., 2007; Zhang i wsp., 2011).

Niski poziom ekspresji genu i biatka receptora CCRS, jak rowniez ekspresja biatka
CCLS5 (liganda dla tego receptora) byt stwierdzony w fazie ostrego zapalenia u szczuréw
zywionych paszg z dodatkiem OBG o duzej masie molowej, podczas gdy zywienie paszg
z dodatkiem OBG o malej masie molowej zmieniato tak samo tylko ekspresje tych bialek,
nie majac natomiast wptywu na ekspresje ich genéow. Chemokina CCL5 moze by¢
syntetyzowana i wydzielana przez wiele rodzajéw komoérek, w tym ptytki krwi, makrofagi,
limfocyty T, fibroblasty czy komorki §rodbtonka i nabtonka jelitowego. Chemokina ta jest
zaangazowana m.in. w aktywacje szlakéw sygnatowych STAT3, czynnik jadrowy NF-kB
i MAPK za posrednictwem receptora CCR5 obecnego na powierzchni komorek (Li i wsp.,
2020). Aktywacja tych szlakéw indukuje wzrost ekspresji cytokin prozapalnych, takich jak
TNFa, IL-1B i IL-6 (Sahu i wsp., 2016). Ponadto, w patogeneze CD zaangazowane sg
gtéwnie komorki Thl, ktére charakteryzujg sie wysoka ekspresjg receptora CCRS, dlatego
wzrost ekspresji koreluje z intensywnoscig stanu zapalnego. Receptor ten jest rOwniez
chemoatraktantem dla komorek CD4+, ktorych liczba wzrasta podczas stanu zapalnego
(Mencarelli i wsp., 2016). To wskazuje, ze przeciwzapalne i immunomodulujgce dziatanie
OBG jest zwigzane z modulacjg ekspresji gendw 1 biatek chemokin 1 ich receptorow.

W szczurzym modelu CD badano rowniez zmiany intensywnos$ci procesu autofagii
1 apoptozy. W poczatkowym okresie eksperymentu ekspresja LC3B, markera tworzenia
i dojrzewania autofagosomoéw, byta wyzsza w porownaniu do 21. dnia od podania TNBS
lub soli fizjologicznej (Kopiasz i wsp., 2022). Mogto to by¢ spowodowane mechanicznym
podraznieniem spowodowanym doodbytniczym podaniem tych substancji. Istotny wplyw
zapalenia na zmniejszenie ekspresji LC3B w IEC wykazano po 21. dniach. Uposledzenie
procesu autofagii obserwuje si¢ rowniez u ludzi z CD (Hooper i wsp., 2017). Wyniki badan
wlasnych wykazaly, ze spozycie OBG o duzej masie molowej zmniejszato negatywny
wpltyw stanu zapalnego na proces autofagii. Ta frakcja polisacharydow spowodowata,
ze ekspresja LC3B bylta na poziomie zblizonym do grupy kontrolnej. Istotny wptyw OBG na
autofagi¢ wykazano rowniez w eksperymencie przeprowadzonym na szczurach, u ktérych
indukowano zapalenie poprzez dozylne podanie LPS. W tym przypadku analiza

transkryptomiczna wykazata, ze spozycie obu frakcji OBG zwigkszato ekspresje genu Atg10
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I Atg13, ktore naleza do rodziny gendw zwiazanych z autofagia (Btaszczyk i wsp., 2018).
Powyzsze dane wskazuja zatem na znaczacy wptyw beta-glukanu z owsa w przywracaniu
efektywnosci procesu autofagii w IEC objetych stanem zapalnym, przy silniejszym wptywie
frakcji o duzej masie molowe;j.

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej dokumentuja silny wptyw
indukowanego zapalenia na nasilenie procesu apoptozy po 7. dniach od podania TNBS.
Ekspresja aktywnej kaspazy-3 w IEC w tym punkcie czasowym byta okoto osmiokrotnie
wyzsza w poroOwnaniu z grupg kontrolng, co §wiadczy o nadmiernej programowanej Smierci
komorek, co moglo prowadzi¢ do zmniejszenia integralno$ci bariery jelitowej. W ostrej fazie
(po 3. dniach) wykazano natomiast istotnie nizszy poziom tego enzymu w grupach
z zapaleniem, co mogto by¢ spowodowane bardzo silnym miejscowym uszkodzeniem btony
sluzowej okreznicy wraz z towarzyszacg temu martwicg. Takie uszkodzenia skutkowaty
silnym miejscowym stanem zapalnym, ktoéry po 7. dniach spowodowat inicjacj¢ apoptozy
w komorkach nabtonka jelitowego, ktore nie byly uszkodzone bezposrednio przez TNBS
(Kopiasz 1 wsp., 2021). Nasilony proces apoptozy obserwowany jest rOwniez u osoéb z CD
1 UC, u ktoérych skutkuje to zaburzeniami integralnosci bariery jelitowej 1 umozliwia
migracje patogennej flory bakteryjnej do blaszki wiasciwej jelita grubego, a to z kolei
prowadzi do zwigkszenia nasilenia stanu zapalnego i poziomu cytokin prozapalnych, w tym
TNF-o (Blander, 2016). W badaniu wtasnym spozycie OBG spowodowato istotnie nizsza
ekspresje aktywnej kaspazy-3 po 7. dniach. Spozycie paszy z OBG o duzej masie molowej
spowodowato okoto dwukrotne obnizenie ekspresji tego biatka w poréwnaniu z grupg
z zapaleniem spozywajaca pasze bez OBG, podczas gdy u szczurdw spozywajacych pasze
z OBG o matej masie molowej wykazano prawie czterokrotnie nizsza ekspresja tego biatka.
Ponadto ekspresja tego biatka w grupie colitis OBGm+ byla na poziomie zblizonym do
stwierdzonej w grupie kontrolnej (Kopiasz i wsp. 2021). Dowodzi to faktu, ze obie frakcje
OBG skutecznie thumig nadmierng apoptozg IEC, przy czym znacznie silniejszy wpltyw
wykazuje frakcja o matej masie molowe;.

Wptyw OBG na proces apoptozy jest prawdopodobnie zwigzany ze zmniejszeniem
stezenia TNF-a 1 innych cytokin prozapalnych w $cianie okr¢znicy zmienionej zapalnie
(Zyta i wsp., 2019; Zyla i wsp., 2021). TNF-a jest jednym z gléwnych mediatoréw stanu
zapalnego, ktory bezposrednio stymuluje proces apoptozy. Wigzanie tego czynnika
z receptorem TNFR1a indukuje zewnatrzpochodny szlak apoptozy (Gilinther i wsp., 2012).
Ponadto, jak wskazuja wyniki badania Pott i wsp. (2018), moze to by¢ powigzane roéwniez

z procesem autofagii. Zwigkszona intensywno$¢ procesu autofagii w nabtonku jelitowym
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objetym stanem zapalnym chroni komorki przed apoptoza indukowang przez TNF-a, a to
z kolei pomaga w utrzymaniu integralnosci bariery jelitowej i zmniejszeniu stanu zapalnego
(Pott i wsp., 2018). W zwigzku z tym obecnie leczenie CD u ludzi opiera si¢ migdzy innymi
na lekach stymulujgcych autofagie i zmniejszajacych st¢zenie TNF-a (Azzman, 2019).
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Rycina 8. Schemat mechanizmu dziatania beta-glukanu z owsa na proces apoptozy przez modulacj¢ ekspresji
chemokin.

Podsumowujac, potencjalny mechanizm przeciwdzialania nadmiernej apoptozie
komorek nabtonka jelitowego w zmienionej zapalnie okreznicy na skutek spozywania paszy
z dodatkiem OBG moze by¢ powigzany z wplywem tych polisacharydow na ekspresje
chemokin i ich receptorow. Potencjalny ciag przyczynowo-skutkowy jest przedstawiony na
Rycinie 8. Zgodnie z przedstawionymi powyzej wynikami i danymi literaturowymi
indukowany stan zapalny powoduje uszkodzenie blony Sluzowej co pociaga za soba
uwolnienie wielu chemokin, ktore wykazuja dziatanie chemotaktyczne wzgledem komorek
uktadu odpornosciowego, w tym limfocytow, makrofagdw 1 neutrofili. Migracja leukocytéw
do miejsca uszkodzen btony sluzowej oraz gltebszych warstw §ciany jelita grubego powoduje
naciek zapalny komorek uktadu immunologicznego oraz ich aktywacje przez interakcjg
chemokin z odpowiadajacymi im receptorami, co pociaga za sobg zwiekszone wydzielanie
cytokin prozapalnych wytwarzanych przez aktywowane makrofagi i limfocyty T.
Szczegolnie istotny wydaje si¢ by¢ udziat TNF-a, ktory jest jednym z gtownych mediatoréw
stanu zapalnego bezposrednio stymulujacy programowang $smier¢ komorki przez aktywacje
zewnatrzpochodnego szlaku apoptotycznego. OBG wykazuja dziatanie ochronne na
uszkodzong bariere jelitowa zmniejszajac ekspresje gendéw wielu chemokin i ich receptoréw
oraz modulujac ekspresje biatek chemokin i ich receptoréw. To pocigga za sobg

modulowanie migracji komorek uktadu immunologicznego, zmniejszajac naciek zapalny,
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przede wszystkim przez limfocyty T i makrofagi. Zmniejszenie ekspresji chemokin
powoduje rowniez mniejsza aktywacje leukocytow do wydzielania cytokin prozapalnych,
ktore sg bezposrednimi mediatorami zapalenia, w tym przede wszystkim TNF-a.
W konsekwencji OBG powodujg hamowaniec nadmiernej indukcji apoptozy wykazujac
ochronne dziatanie na integralno$¢ bariery jelitowej, co w chorobie Lesniowskiego-Crohna
jest jednym z kluczowych elementow przyspieszajacych wyciszenie stanu zapalnego

i remisje choroby.

7.2. Doswiadczenie 11

Prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej badanie (opisane bardziej
szczegotowo w artykule Kopiasz 1 wsp., 2023) jest pierwszym w literaturze, ktore opisuje
wpltyw spozycia OBG o matej masie molowej i wysokiej czystosci (99,3%) na wczesne etapy
rozwoju raka jelita grubego. W eksperymencie in vivo zastosowano model indukcji CRC
polegajacy na dootrzewnowej iniekcji azoksymetanu, w ktorym to po 8-12 tygodniach
zaczynaja pojawia¢ si¢ krypty aberracyjne bedace wczesnym markerem rozwoju CRC.
W badaniach zastosowano 8-tygodniowy protokot, dzigki czemu uzyskano bardzo wczesny
etap kancerogenezy, w ktorym pojedyncze nieprawidtowe krypty jelitowe dopiero zaczynaja
si¢ pojawiac¢ 1 s3 widoczne w obrazie histologicznym, co stwierdzono u szczurdw z grupy
CRC. Wyniki tej analizy potwierdzity skuteczno$¢ modelu badawczego. W niniejszym
badaniu in vivo zostata oceniona ekspresja biatek bedacych markerami autofagii i apoptozy
przy uzyciu dwoéch metod analitycznych — immunohistochemii 1 Western blot. Dzigki
metodzie immunohistochemicznej oznaczona zostata ekspresja i lokalizacja badanych biatek
w blonie §luzowej jelita grubego, natomiast dzigki analizie Western blot zostala oznaczona
z duzg doktadnoscig ekspresja badanych biatek w catej Scianie jelita grubego. Ponadto dzigki
metodzie Western blot mozliwe bylo oznaczenie ekspresji dwoch izoform biatka LC3B:
LC3B-1i LC3B-II, co jest istotne ze wzglgdu na to, ze LC3B-II jest bezposrednim markerem
tworzenia autofagosomow 1 najlepiej odzwierciedla intensywnos$¢ autofagii. W niniejsze;j
rozprawie zostaly zaprezentowane wyniki dwoch najwazniejszych markeréw autofagii
1 apoptozy, czyli ekspresja biatka LC3B bezposrednio zwigzanego z tworzeniem
autofagosomow 1 kaspazy-3 bedacej enzymem egzekutorowym 1 taczacym szlak zewnatrz-
1 wewnatrzpochodny apoptozy.

Indukowany w prezentowanym badaniu wczesny etap kancerogenezy nie wplynat
istotnie na ekspresje LC3B, jak rowniez spozycie jako dodatku do paszy OBGm w grupach
kontrolnych nie miato wplywu na ekspresje tego biatka. Natomiast ekspresja LC3B w btonie
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sluzowej oraz LC3B-II w calej $cianie jelita grubego byta zwiekszona u szczuréw, u ktorych
byt wywotany wczesny etap kancerognezy, i ktore spozywaly pasze z dodatkiem 3% OBGm.
Roéznica w ekspresji tego biatka pomiedzy grupa CRC OBG- a grupg CRC OBGm+3%
wskazuje na stymulujgce autofagie dziatanie OBGm w zmienionej przez rozwdj raka btonie
sluzowej okreznicy (Kopiasz i wsp., 2023). Wplyw autofagii na proces kancerogenezy moze
by¢ zarowno korzystny, jak i1 niekorzystny w zaleznosci od fazy rozwoju raka. Proces ten
moze posredniczy¢é w przetrwaniu 1 progresji komoérek nowotworowych poprzez
dostarczanie im sktadnikéw odzywczych w warunkach stresu, a z drugiej za$ strony moze
prowadzi¢ do $mierci komoérek i zahamowania progresji nowotworu. We wczesnych etapach
kancerogenezy moze dziata¢ jako supresor, a w zaawansowanych stadiach rozwoju raka jako
promotor (Zhou i wsp., 2016; Long i wsp., 2020). W badaniu wtasnym (Kopiasz i wsp.,
2023) nasilenie autofagii przez OPGm wydaje si¢ mie¢ korzystny wplyw poprzez
zmniejszenie ryzyka niestabilno$ci genomowej i inicjacji kancerogenezy po ekspozycji na
AOM, szczegolnie ze wzgledu na bardzo wcezesny etap jej rozwoju.

Podczas gdy rola autofagii w kancerogenezie jest nieco kontrowersyjna, apoptoza
odgrywa jednoznaczng rolg przeciwnowotworowg poprzez indukowanie $mierci komorek
nowotworowych lub potencjalnie nowotworowych (Das i wsp., 2021). Wyniki badania
wilasnego (Kopiasz i wsp., 2023) wskazuja na niewielkie obnizenie ekspresji calkowitej
kaspazy-3 w blonie §luzowej szczuréw z indukowanym wczesnym etapem kancerogenezy,
podczas gdy spozywanie paszy uzupelnionej obiema dawkami OBGm spowodowato
znaczacy wzrost ekspresji tego biatka u szczuréw z grupy CRC. Wigksza dawka OBGm (3%)
miata réwniez istotny wptyw na wzrost ekspresji aktywnej kaspazy-3 u szczurow z grupy
CRC. Co wigcej, efekt ten nie byl obserwowany w calej $cianie jelita grubego,
prawdopodobnie ze wzgledu na stwierdzong w badaniu immunohistochemicznym
lokalizacje te] zwiekszonej ekspresji aktywnej kaspazy-3. Zwickszona ekspresja aktywnej
formy tego enzymu pod wpltywem Spozywania 3% OBGm byta jedynie w btonie §luzowe;,
gléwnie w komorkach krypt jelitowych. Komorki te sg gldownym miejscem inicjacji
transformacji nowotworowej, prowadzacej do powstania krypt aberracyjnych (Clapper
I wsp., 2020). W zwiazku z tym obserwowane nasilenie apoptozy tylko w tym miejscu jest
pozadane w poczatkowym etapie kancerogenezy, poniewaz zwigksza programowang §mier¢
potencjalnie nowotworowych komorek. Nalezy rowniez podkreslic, ze zwigkszona
ekspresja aktywnej kaspazy-3 byla ograniczona tylko do pojedynczych komorek i nie byta
rozlegla, co wskazuje na umiarkowane nasilenie apoptozy, ktére nie powinno wplywaé

negatywnie na integralnos$¢ bariery jelitowe;.
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Potencjalny mechanizm dzialania przeciwnowotworowego OBGm przez indukcje
apoptozy jest zwigzany prawdopodobnie z dziataniem immunomodulujagcym w tym przede
wszystkim ze zwigkszeniem poziomu czynnikow zapalnych, takich jak IFN-y i TNF-a,
a takze zwiekszong infiltracjg btony sluzowej przez granzym B wytwarzany przez limfocyty
T. Czynniki te zaangazowane s3a w indukcje¢ apoptozy przez szlak zewnatrzpochodny, w tym
w szczeg6Olnosci TNF-a, ktdry wigze si¢ z receptorami $mierci takimi jak TNFR1 i TNFR2
(Zhang i wsp., 2018; Carneiro i El-Deiry, 2020). Ponadto, prawdopodobnie efekt ten
powigzany jest z wplywem OBG na mikrobiote, ktéra w rezultacie wytwarza zwigkszone
ilosci SCFA, w tym maslanu i propionianu. Te konkretne krdtkotancuchowe kwasy
thuszczowe mogg stymulowac limfocyty T do wydzielania INF-y i TNF-a, ktére aktywuja
apoptoze¢ jak to opisano powyzej (Al-Qadami i wsp., 2022). Poza tym, granzym B moze
indukowac apoptoze komodrek nowotworowych poprzez rozne szlaki, w tym bezposrednig
I posrednig aktywacj¢ kaskady apoptotycznej prowadzacej do rozszczepienia prokaspazy-3
do postaci aktywnej (Wang i wsp., 2021).

AOM 8 tygodni

L3

j—» fetned

Krypty aberracyjne

=LC3B

= LC3B-II

J kaspaza-3

= aktywna kaspaza-3

s>
Qonoogy,
Y
Founuat
Q
Sannanvd
&
juEEaEsY
T,
Q -
YOy,

0

s

Zdrowe jelito

AOM
:,E :\U,r/\’) 5‘\\1' H n% :\)\11{ :\}u ,P,P LC3B 1\ AUTOFAGIA
Pl R 1f i emptLcEa >
bd & L &S et M kaspaza-3
— ‘ J krypty aberracyjne 1 aktywna kaspaza-3 1‘ APOPTOZA
Zdrowe jelito

[OBG o matej masie molowej ]

Rycina 9. Schemat wptywu spozywania OBGm na proces apoptozy i autofagii w zmienionej przez wczesny
etap kancerogenezy btonie $luzowej jelita grubego.

Podsumowujac, niniejsze badanie wykazalo, ze spozycie beta-glukanu z owsa o
matej masie molowej stymuluje proces autofagii i apoptozy w btonie §luzowej jelita grubego
we wczesnym stadium kancerogenezy poprzez zwigkszenie ekspresji LC3B, LC3B-Il,
catkowitej kaspazy-3 oraz aktywnej formy kaspazy-3 (Ryc. 9). Efekt ten byt zalezny od
dawki i silniejszy dla 3% dodatku OBGm do paszy. Nalezy rowniez zauwazyc,
ze modulujacy wplyw byt wykazany tylko w jelicie grubym zmienionym przez rozwoj raka.
Podobnego efektu nie stwierdzono w jelicie grubym szczuréw bez indukowanego
wczesnego etapu kancerogenezy. Wiasciwosci te sugeruja, ze spozywanie OBGm jest
bezpieczne i1 wywiera dziatanie modulujace tylko w momencie nasilonych zmian

zwigzanych z nowotworzeniem.
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8. Whnioski
Wyniki badan wchodzacych w zakres niniejszej rozprawy doktorskiej pozwolity na

pozytywne zweryfikowanie wszystkich postawionych hipotez badawczych, co umozliwito

sformutowanie nastepujgcych spostrzezen:

1. beta-glukan z owsa wykazuje wtasciwosci immunomodulujace, przeciwzapalne i

przeciwnowotworowe przez wplyw na ekspresje chemokin 1 ich receptorow oraz na
proces autofagii i apoptozy;

niezaleznie od schorzenia jelita grubego, beta-glukan z owsa wykazuje dziatanie
stymulujgce autofagie, natomiast wpltyw na apoptoze jest zalezny od rodzaju
schorzenia;

w przypadku ostrego stanu zapalnego jelita grubego beta-glukan z owsa wykazuje
dziatanie zmniejszajace nadmierng apoptozg, z silniejszym wptywem frakcji o mate;j
masie molowej, podczas gdy w poczatkowym etapie kancerogenezy jelita grubego
beta-glukan z owsa o matej masie molowej wykazuje dziatanie stymulujace proces
apoptozy;

beta-glukan z owsa nie wykazuje wplywu na ekspresj¢ badanych markerow stanu
zapalnego oraz apoptozy i autofagii w jelicie grubym bez indukowanego zapalenia
czy kancerogenezy.

Powyzsze stwierdzenia upowazniajg do wyciggnigcia nastepujacych wnioskow:

1. Beta-glukan z owsa, w szczegolnosci frakcja o duzej masie molowej, zastosowany

jako dodatek do pozywienia, w zapaleniu jelita grubego wykazuje silne wtasciwosci
immunomodulujgce 1 przeciwzapalne na poziomie ekspresji chemokin i ich
receptorow.

Mechanizm dziatania beta-glukanu z owsa w obu badanych schorzeniach jelita
grubego polega na modulowaniu procesu apoptozy i autofagii w btonie §luzowej, co
w konsekwencji wywotuje redukcje stanu zapalnego, przyspiesza okres remisji |
hamuje proces nowotworzenia.

Beta-glukan z owsa, zastosowany jako dodatek do pozywienia w przypadku
zdrowego jelita grubego nie wykazuje zadnych dziatan niepozgdanych, co

potwierdza bezpieczenstwo jego stosowania.

Wnhiosek praktyczny z prezentowanych badan:

Beta-glukan z owsa stosowany jako dodatek do pozywienia jest bezpiecznym i
skutecznym $rodkiem wspomagajacym terapi¢, ktéry moze by¢ stosowany w
schorzeniach jelita grubego, takich jak choroba Le$niowskiego-Crohna oraz
nowotwory jelita grubego na wczesnych etapach ich rozwoju.
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Abstract: Background: Crohn’s disease (CD) is characterized by chronic inflammation of the gas-
trointestinal tract with alternating periods of exacerbation and remission. The aim of this study
was to determine the time-dependent effects of dietary oat beta-glucans on colon apoptosis and
autophagy in the CD rat model. Methods: A total of 150 Sprague-Dawley rats were divided into two
main groups: healthy control (H) and a TNBS (2,4,6-trinitrobenzosulfonic acid)-induced colitis (C)
group, both including subgroups fed with feed without beta-glucans (3G—) or feed supplemented
with low- (3Gl) or high-molar-mass oat beta-glucans (3Gh) for 3, 7, or 21 days. The expression
of autophagy (LC3B) and apoptosis (Caspase-3) markers, as well as Toll-like (TLRs) and Dectin-1
receptors, in the colon epithelial cells, was determined using immunohistochemistry and Western
blot. Results: The results showed that in rats with colitis, after 3 days of induction of inflammation,
the expression of Caspase-3 and LC3B in intestinal epithelial cells did not change, while that of TLR
4 and Dectin-1 decreased. Beta-glucan supplementation caused an increase in the expression of
TLR 5 and Dectin-1 with no changes in the expression of Caspase-3 and LC3B. After 7 days, a high
expression of Caspase-3 was observed in the colitis-induced animals without any changes in the
expression of LC3B and TLRs, and simultaneously, a decrease in Dectin-1 expression was observed.
The consumption of feed with BGI or fGh resulted in a decrease in Caspase-3 expression and an
increase in TLR 5 expression in the CBGl group, with no change in the expression of LC3B and TLR
4. After 21 days, the expression of Caspase-3 and TLRs was not changed by colitis, while that of
LC3B and Dectin-1 was decreased. Feed supplementation with 3Gh resulted in an increase in the
expression of both Caspase-3 and LC3B, while the consumption of feed with Gh and BGl increased
Dectin-1 expression. However, regardless of the type of nutritional intervention, the expression
of TLRs did not change after 21 days. Conclusions: Dietary intake of 3Gl and BGh significantly
reduced colitis by time-dependent modification of autophagy and apoptosis, with BGI exhibiting a
stronger effect on apoptosis and 3Gh on autophagy. The mechanism of this action may be based on
the activation of TLRs and Dectin-1 receptor and depends on the period of exacerbation or remission
of CD.

Keywords: oat beta-glucan; colitis; Crohn’s disease; apoptosis; autophagy; TLRs; Dectin-1; rats

1. Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) is becoming an increasingly common disease in
the population of developed countries. One of the reasons for the increase in its incidence
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is changes in lifestyle, including eating habits, which have been observed over the past
few decades. The transition from a diet based on natural or mildly processed products
to a Western-type diet is a consequence of change from a rural lifestyle to an urban one,
which took place on a large scale in the 20th century [1]. IBD is a disease characterized
by chronic inflammation of the gastrointestinal tract, and includes ulcerative colitis (UC)
and Crohn’s disease (CD) [2]. The etiology of both these diseases is multifactorial, in
which interactions between genetic and environmental factors as well as changes in the
profile of the gut microbiota (dysbiosis) consequently contribute to disturbances in immune
response mechanisms, leading to the development of inflammation [3]. UC first appears in
the mucosa and submucosa of the large intestine, while in CD the chronic inflammatory
process may occur in any part of the gastrointestinal tract, covering the entire thickness of
its wall [4,5].

One of the main effects of chronic inflammation related to CD is damage to the
intestinal epithelium and a significant increase in the programmed death of intestinal
epithelial cells (IECs). In addition, disturbances occur in the mechanisms regulating the
metabolic activity of cells, including autophagy [6]. Apoptosis contributes to the dynamic
control of cells by removing damaged cells or that function abnormally without trigger-
ing inflammatory response or oxidative stress, thus ensuring appropriate tissue function.
Simultaneously, autophagy plays an important role in maintaining the homeostasis of
living organisms, as they regulate the basic metabolic functions and pathogenesis of many
diseases, including malignant neoplasms, neurodegenerative and cardiovascular diseases,
and IBD [6-8]. Both these processes regulate tissue homeostasis and response to extracel-
lular factors, including the production of proinflammatory cytokines, and intensification
of the apoptosis of IECs has been reported in people with IBD and in in vivo studies on
animal models [9]. Caspase-3 is considered to be one of the key executive enzymes of
apoptosis, the activation of which is common to both extrinsic and intrinsic pathways, as
well as is dependent on granzyme B [10]. A protein specific to autophagy is LC3, which is
involved in the final formation of the autophagosome [8]. In mammalian cells, this protein
occurs in three isoforms—LC3A, LC3B, and LC3C—of which the LC3B form is the marker
of autophagosomal activity [11,12].

In the light of the latest research, factors regulating the proliferation, autophagy, and
apoptosis of intestinal cells include membrane Toll-like receptors (TLRs), such as TLR
4, TLR 5, and TLR 9, and Dectin-1 receptor. Activation of TLRs and Dectin-1 receptors
stimulates the immune response. The main function of these receptors is the recognition
of bacterial and fungal antigens. They also recognize a wide variety of bacterial and
fungal ligands, of which the best known are lipopolysaccharide (LPS), flagellin, and triacyl
lipopeptides. Plant-origin polysaccharides, including beta-glucans, are ligands that bind to
TLRs and Dectin-1 receptors. Due to their specific structure, beta-glucans exhibit a number
of health-promoting properties, and their biological activity results from their ability to
bind with TLRs and Dectin-1 receptors, as well as with complement receptor 3 and type C
lectin [13,14]. Beta-glucans are recognized by different cells expressing TLRs and Dectin-1
receptors, which in turn activate them [15-17]. It should be emphasized that the activation
of Dectin-1 receptor by oat beta-glucans is influenced by the size of these polysaccharide
molecules and is greater when they are subjected to preliminary digestion, i.e., when
large molecules are broke down into smaller ones [17]. Dectin-1 receptors are involved,
among others, in regulating the differentiation of macrophages and dendritic cells during
ongoing inflammation, as well as modulating the immune response and controlling the
recruitment of autophagy-related proteins, mainly LC3 [18-21]. The deficiency of TLRs
inhibits the proliferation and differentiation of IECs and increases apoptosis, which affects
the reconstruction of the intestinal epithelium [22,23]. This is very important with respect
to the treatment of IBD, because due to chronic inflammation, the IECs are vulnerable to
damage caused by high levels of reactive oxygen species (ROS). Moreover, as a consequence
of the increased secretion of proinflammatory cytokines by immune cells, the permeability
of the intestinal barrier increases [24,25].
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The results of our research have shown the beneficial anti-inflammatory and indirect
antioxidant effects of oat beta-glucans with low and high molar mass. These properties have
been demonstrated in both the LPS-induced enteritis model [26,27] and the TNBS (2,4,6-
trinitrobenzosulfonic acid)-induced colitis model [28,29], but the mechanisms underlying
these effects have not yet been elucidated. Therefore, this study aimed to determine the
effect of two oat beta-glucan forms with different molar mass on the activity of autophagy
and apoptosis in the colonocytes of rats with colitis. Rectal administration of an ethanolic
solution of TNBS causes strictly localized transmural inflammatory lesions in the large
intestine, with dense lymphocyte infiltration and secretion of proinflammatory cytokines
in the whole wall, which are characteristic of CD in humans. Moreover, this animal
model is characterized by reproducibility, technical simplicity and low cost [30,31]. The
molecular effects of both beta-glucan forms have been analyzed at different stages of
colitis development.

2. Materials and Methods
2.1. Animals and Experimental Design

The experiment was performed on 150 adult male Sprague-Dawley rats (Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Germany) with an initial body weight of 414.8 £ 1.3 g. The rats
were divided into two main groups—an experimental group (colitis group—C) with colitis
induced by one-time rectal administration of 1 mL of 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) solution (150 mg/kg bw) dissolved in 50% ethanol
and a control group (H) without colitis, which was given 0.9% NaCl in the same way.
Administration of TNBS was performed using the polyethylene catheter (FTP-18-75-50;
Instech Laboratories, Inc., Plymouth Meeting, PA, USA) according to Parra et al. (2015) [32].
The animals from both groups were then divided into three nutritional subgroups, which
received a diet with different types of supplementation for 3, 7, or 21 days—AIN-93M
feed with 1% (w/w) low-molar-mass oat beta-glucans (3Gl+ group), AIN-93M feed with
1% (w/w) high-molar-mass oat beta-glucans (3Gh+ group), and AIN-93M feed without
beta-glucans (3G— group) (Figure 1). A detailed description of the in vivo experiment and
the method used for the extraction of beta-glucans from oats as well as the composition of
the three types of rat feed used in this study is provided in our previous papers [28,29].

TNBS ‘%\ 150 Male Sprague-Dawley rats /&’\ 0-9 % saline

Group C — colitis (n=75) Group H - control (n=75)
Group CBG- Group CBGI+ Group CBGh+ Group HBG- Group HBGI+ Group HBGh+
feed AIN-93M feed AIN-93M feed AIN-93M feed AIN-93M feed AIN-93M feed AIN-93M
without with 1% (w/w) with 1% (w/w) without with 1% (w/w) with 1% (w/w)
B-glucan low molar mass  high molar mass B-glucan low molar mass  high molar mass
B-glucan B-glucan B-glucan B-glucan
Experiment Dissection and tissues Dissection and tissues Dissection and tissues
start (n=150) collection (n=48) collection (n=48) collection (n=54)

0 () () © )

Figure 1. Scheme of experimental design of the study. TNBS: 2,4,6,-trinitrobenzenesulfonic acid
alcohol solution.

The large intestine samples obtained for histological and immunohistochemical analy-
sis were fixed in 10% buffered formaldehyde and routinely embedded in paraffin. Then,
5-pum sections were cut from each paraffin block and fixed on microscope glass slides. The
slides prepared were used for further laboratory analyses.
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The animal experiment was conducted after the approval of the II Local Animal Care
and Use Committee in Warsaw (Resolution # 60/2015). All the procedures will be designed
and conducted according to Polish and EU law regulations and with respect to 3R rules
(Replacement, Reduction and Refinement).

2.2. Western Blot Analysis

Colon tissue samples were homogenized in RIPA buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate, and 1 mM PMSF) supplemented
with protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) with a
tissue homogenizer (Bio-Gen PRO 200; PRO Scientific, Oxford, CT, USA). Following the
mechanical disruption of tissue, the homogenates were incubated for 30 min at 4 °C. The
lysates were cleared for 30 min at 14,000 rpm, and supernatants were collected. Protein con-
centration in the lysates was determined using Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein
Assay Kit according to the producer’s instructions (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Then, the proteins (50 pug) were resolved by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred onto PVDF membrane (Sigma-Aldrich). The membranes
were blocked in 5% (w/v) nonfat dry milk in TBS (20 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl) contain-
ing 0.5% Tween20. Next, they were incubated under gentle shaking at 4 °C overnight with
primary antibodies, including anti-Cleaved Caspase-3 antibody (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA), anti-LC3B antibody (Novus Biologicals, Centennial, CO, USA), anti-
Beclin-1 antibody (Novus Biologicals, Centennial, CO, USA), and anti-{3-actin (8H10D10)
mouse monoclonal antibody (#3700; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). The
membranes were incubated with chosen primary antibodies at a dilution range between
1:200 and 1:1000, depending on the antibody. Following incubation, the membranes were
washed three times for 15 min and incubated with appropriate secondary antibodies conju-
gated with IR fluorophores: IRDye® 680 or IRDye® 800 CW (at 1:5000 dilution). Odyssey
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) was used to analyze the
protein expression. Scan resolution of the instrument was set at 169 um, and the intensity at
4. Quantification of the integrated optical density (IOD) was performed using the analysis
software provided with the Odyssey scanner (LI-COR Biosciences). Immunoblot analysis
was carried out on samples obtained from three independent experiments. For the purpose
of publication, the color immunoblot images were converted into black and white images
in the Odyssey software.

2.3. Immunohistochemical Staining

Five-micrometer-large intestine sections were deparaffinized in xylene and rehydrated
in a series of decreasing concentrations of ethanol. To recover the antigen, the slides were
placed in citrate buffer (pH 6.0) and boiled in a microwave two times for 5 min. After
cooling and washing with distilled water, the samples were incubated in the Peroxidase
Blocking Reagent (Dako, Denmark) for 13 min at room temperature. Then, these samples
were incubated at room temperature in 2% bovine serum albumin (BSA) (Sigma Aldrich,
Germany) for 30 min. Next, they were treated with the following primary antibodies
(diluted in 2% BSA): mouse anti-TLR 4 antibody (1:100 dilution; Novus Biologicals, Centen-
nial, CO, USA), rabbit anti-Dectin-1/CLEC7A antibody (1:400 dilution; Novus Biologicals,
Centennial, CO, USA), rabbit anti-TLR 5 antibody (1:500 dilution; Novus Biologicals,
Centennial, CO, USA), rabbit anti-TLR 6 antibody (1:250 dilution; Novus Biologicals,
Centennial, CO, USA), rabbit anti-LC3B antibody (1:500 dilution; Novus Biologicals, Cen-
tennial, CO, USA), rabbit anti-Cleaved Caspase-3 antibody (1:400 dilution; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA). The slides with antibodies were incubated overnight in a
refrigerator at +4 °C.

EnVision kit (Dako, Glostrup Kommune, Denmark) was used for staining the slides.
After incubating overnight and washing with phosphate-buffered saline, labeled polymers
consisting of secondary antimouse or antirabbit antibodies conjugated with HRP enzyme
complex was used (Dako). To obtain brown staining, 3,3’-diaminobenzidine was applied,
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which was washed with water after 25 s. Then, hematoxylin was used for nuclei coun-
terstaining. Finally, the samples were dehydrated using a series of alcohols of increasing
concentration and xylene, and preserved by sticking coverslips.

A negative control (staining without primary antibodies) was used for each immuno-
histochemical experiment.

2.4. Image Analysis

The immunohistochemically stained slides were observed under a x20 objective lens
in a NIKON Eclipse Ti2 microscope. In the recorded photos, 20 areas of colonocytes were
marked, and the colorimetric intensity (brown color reflecting antigen expression) and
object area were measured by using NIS-Elements BR 5.01 program. In the next step, IOD
was calculated from the following formula:

Object area

Integrated Optical Density (IOD) = Measured aren

X Mean intensity

2.5. Statistical Analysis

The obtained data were analyzed using Statistica software (version 13.1 PL; StatSoft,
Cracow, Poland). The normality of distribution and equality of variance were determined
for all data. Statistical analysis was carried out in two stages. In the first stage, for each time
point (3, 7, and 21 days), a two-way analysis of variance (ANOVA) (colon inflammation vs.
dietary intervention) was performed, while in the second stage, a three-way ANOVA (colon
inflammation vs. dietary intervention vs. period of its use) was carried out. The significance
of differences between the groups was determined by the Tukey post hoc test. In addition,
the results of all nutritional subgroups were compared with the control subgroup (HBG—)
by the Dunnett post hoc test. The differences were considered statistically significant at
p < 0.05. To assess the time-dependent effect between the experimental factors, Fisher’s
linear discriminant (FLD) analysis was performed using R statistics software (version 3.1.3;
Www.r-project.org).

3. Results
3.1. Histological Changes in the Large Intestine

Histological analysis revealed extensive inflammation in the colon tissue of rats in the
CRG— group (Figure 2). The lesions were of transwall nature, covering not only mucosa but
also the deeper layers of the intestinal wall, which is a characteristic of CD. Inflammation
in the colon (colitis) was confirmed in the same animals not only histologically but also
biochemically, including analysis of colon level of pro-inflammatory cytokines (i.e., II-1;
II-6 or TNF alfa) and CRP protein [28]. These microscopic and biochemical observations
also confirmed the results of gene expression analysis of pro-inflammatory cytokines in
colon tissue affected by colitis, including Ifng and Tnf after 3 days and 1I21 after 21 days
(Figure S9). In the groups of animals fed with feed supplemented with oat beta-glucans
during 21 days, these lesions were clearly reduced, as was presented in our previous
study [28]. The expression of pro-inflammatory cytokine genes was also significantly
reduced (Figure S9). Hematoxylin-eosin staining showed that the histopathology of the
colon tissue in the control groups was within the normal limits.
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Figure 2. Microscopic changes in the colon caused by TNBS-induced inflammation. White ar-
rows indicate diffused multifocal inflammation (lymphocyte infiltration) of the submucosa of
varying severity.

3.2. Dectin-1 and Toll-like Receptors 4, 5, and 6 Expression in the Colonocytes

The expression of Dectin-1 beta-glucan receptor is presented in Figure 3. As shown
by ANOVA, the expression of this receptor in colonocytes was lower in the rats with
TNBS-induced colitis (ANOVA, p < 0.001; Figure S1A), whereas dietary intervention with
oat beta-glucans resulted in a change in its expression after 3 and 21 days of feeding, which
was confirmed by ANOVA. Furthermore, one-way ANOVA showed that the expression
of Dectin-1 was lower after 21 days (ANOVA, p < 0.001; Figure S1B). After 7 days, in-
duced colitis caused a significant decrease in Dectin-1 expression in all dietary subgroups
compared with the control group (HBG—) (for each subgroup: Dunnett post hoc test,
p <0.01). In addition, analysis of variance showed the effect of interaction between time af-
ter TNBS/saline administration and the occurrence of inflammation on Dectin-1 expression
(ANOVA, p < 0.01; Figure S1C). In the control groups, 3 and 7 days after saline solution
administration, the expression of this receptor was significantly higher than in the colitis
groups at the same time point and in the control group after 21 days.



Nutrients 2021, 13, 321

7 of 24

Colitis Healthy| Colitis Healthy| Colitis Healthy
control control control

21 days

3 days 7 days

Figure 3. Dectin-1 (DEC-1) expression in colonocytes: results of the immunohistochemical analysis. White arrows indicate

colonocytes with high expression of the Dectin-1 (brown precipitate). (A)—Light micrographs imaged under the NIKON

Eclipse Ti2 microscope (x40 magnification). Dectin-1 antigen is represented by a brown precipitate in the colonocytes. (B)—

Changes in the expression of DEC-1 in colonocytes presented (mean + SE) as integrated optical density (IOD). * Significantly

different from the control group (healthy control $G—) at the same time point according to the Dunnett post hoc test

(*p <0.05,** p < 0.01). * Significantly different from the same subgroups at another time point according to the Tukey post
hoc test (* p <0.05, ** p < 0.01).

Changes in the expression of TLRs are presented in Figure 4. ANOVA showed a
significant interaction between two experimental factors: induced inflammation of the
colon and feed supplementation with oat beta-glucans, which influenced the expression
level of all the examined TLRs (ANOVA, p < 0.001; Figures S2A, S3C and S4C)—TLR 4,
TLR 5, and TLR 6. Post hoc analysis showed a significantly lower expression of TLR 4
and TLR 6 in rats from the colitis group that consumed feed without beta-glucans (CG—)
compared to the control rats receiving the same feed (HRG—) (Tukey post hoc, p < 0.01).
In the case of TLR 5, a significantly lower expression was found only in the CRG— group
compared to the CBGI+ group (Tukey post hoc, p < 0.001).

Statistical analysis also revealed that TLR 4 expression significantly differed between
the subgroups only 3 days after colitis induction (Figure 4A,D), while a significantly lower
expression was found in all colitis subgroups compared to the control group (HBG—)
(Dunnett post hoc, p < 0.001), with the greatest differences observed between the CAG— and
HPBG— groups. It should be noted that the expression of this protein was also significantly
lower in the control group that consumed the feed with low-molar-mass beta-glucans
(HBGIl+) compared to the rats from the H3G— group. The effect of the dietary intervention
length and inflammation on the TLR 4 expression was confirmed by ANOVA (p < 0.05;
Figure S2B), which showed an increase in the expression of this receptor in the colitis group
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and a decrease in differences observed between the colitis groups and the control groups at
all time points after the induction of large-intestine inflammation.

Figure 4. Cont.
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Figure 4. Expression of Toll-like receptors (TLRs) in the colonocytes: results of the immunohistochemical analysis. White
arrows indicate colonocytes with high expression of the TLRs (brown precipitate). (A—C)—Light micrographs imaged under
the NIKON Eclipse Ti2 microscope (x40 magnification). (D-F)—Changes in the expression of TLRs (TLR 4, TLR 5, and
TLR 6, respectively) presented (mean =+ SE) as integrated optical density (IOD). TLR 4 antigen is represented by a brown
precipitate in the colonocytes in (A). TLR 5 antigen is represented by a brown precipitate in the colonocytes in (B). TLR
6 antigen is represented by a brown precipitate in the colonocytes in (C). * Significantly different from the control group
(healthy control G—) at the same time point according to the Dunnett post hoc test (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
* Significantly different from the same subgroups at another time point according to the Tukey post hoc test (* p < 0.05,
*++ p<0.001). P Different letters denote significant differences in the colitis /healthy control group at the same time point

according to the Tukey post hoc test (p < 0.05).

The expression of TLR 5 was influenced by the time after TNBS administration and
feed supplementation with oat beta-glucans (Figure 4B,E). ANOVA showed a significant
decrease in the expression of this receptor parallel to the extension of the post-TNBS period
(ANOVA, p < 0.0001; Figure S3A). The highest expression of TLR 5 was found in rats fed
with feed supplemented with low-molar-mass oat beta-glucans, while the lowest expression
was found in the group of animals fed with feed without beta-glucans (ANOVA, p < 0.01;
Figure S3B). Post hoc analysis showed significant differences between the experimental
groups only after 3 days of TNBS administration with a lower expression observed in the
colitis group fed with feed without beta-glucans (CRG—) compared to the colitis groups
treated with low- and high-molar-mass beta-glucans (C3Gl+ and CGh+) (Tukey post hoc,
p <0.05).

TLR 6 expression differed significantly between the dietary groups (Figure 4C,F).
One-way ANOVA showed a significant effect of TNBS administration (ANOVA, p < 0.0001;
Figure S4A) and consumption of feed with or without oat beta-glucans (ANOVA, p < 0.05;
Figure 54B). After 21 days of induction of colon inflammation, the expression of TLR 6 was
approximately four times higher compared to that after 3 or 7 days. The highest expression
of this receptor was found in the group of rats fed with feed without oat beta-glucans.
ANOVA revealed a statistically significant interaction between three experimental factors:
inflammation, length of period after TNBS administration, and the type of feed (ANOVA,
p < 0.001). Three days after TNBS administration, a significantly lower expression of TLR 6
was noted in CAG—, HRGIl+, and HBGh+ groups compared to the control group (HRG—)
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(Dunnett post hoc, groups CBG— and HRGI+ vs. group HRG—: p < 0.01; group HRGh+
vs. group HBG—: p < 0.05). Seven days after the induction of colitis, a lower expression of
this receptor was found only in the CBGIl+ and HBGh+ groups compared to the H3G—
group (Dunnett post hoc, p < 0.05). Twenty-one days after the induction of colitis, TLR 6
expression differed significantly only between CBRGl+ and HRG— groups (Dunnett post
hoc, p < 0.05). It should be added that TLR 6 expression in the colitis group fed with feed
supplemented with high-molar-mass beta-glucans (CpGh+) was at a similar level as in the
control group (HBG—) group after 3, 7, and 21 days of TNBS administration.

3.3. Autophagy and Apoptosis Markers Expression in the Large Intestine

Immunohistochemical results showing the expression of selected markers of au-
tophagy (LC3B) and apoptosis (Caspase-3) in IECs are presented in Figure 5. ANOVA
showed a significant influence on LC3B expression by all three experimental factors: time
since TNBS administration, consumption of oat beta-glucans with feed, and the occurrence
of inflammation. Analyzing each factor separately, it was found that LC3B expression
decreased with time since TNBS administration (ANOVA, p < 0.001; Figure S5A), as well
as a significant reduction in its expression, was caused by the induction of colitis (ANOVA,
p < 0.01; Figure S5C). The consumption of feed with high-molar-mass oat beta-glucans
resulted in a significantly higher expression of LC3B compared to other dietary groups
(ANOVA, p < 0.05; Figure S5B). ANOVA also showed a significant interaction between the
three experimental factors (p < 0.01), which was reflected by a significantly higher expres-
sion of LC3B after 7 days in the H3Gh+ group compared with the C3Gh+ group (Tukey
post hoc, p < 0.01), while after 21 days, the expression of this protein was significantly
lower in the CAG—, CRGI+, and HBGI+ groups compared to the control group (HRG—)
(Dunnett post hoc, p < 0.001, p < 0.01, and p < 0.01, respectively).

All three investigated factors significantly influenced the expression of Caspase-3
(ANOVA, p < 0.0001; Figure S6A-C). The expression of this apoptotic protein 3 days after
TNBS administration was at a very low level, but it was significantly lower in the colitis
groups and HRGl+ group compared to the control group (HBG—) (Dunnett post hoc,
CBGI+ vs. HRG—: p < 0.05; CpGh+ and CAG— vs. HRG—: p < 0.01; HBGI+ vs. HPG—:
p < 0.001), while in the HBGh+ group it was at the same level as in the H3G— group.
After 7 days of the experiment, the expression of Caspase-3 in the colitis group fed with
feed without beta-glucans (CG—) in relation to other experimental groups was very high,
while a significantly lower expression was found in the colitis subgroups fed with feed
supplemented with both forms of beta-glucans (CRGI+ and CBGh+) compared to the
CBG— group (Tukey post hoc, p < 0.05). However, a very low expression of this enzyme
was observed in all control groups. Caspase-3 expression in the CRGh+ group after 21
days was at a similar level as the expression found after 7 days, with a significantly higher
level compared to other colitis groups (Tukey post hoc, p < 0.05) and control group (HBG—)
(Dunnett post hoc, p < 0.01).

Figure 6 shows the changes in the expression of autophagy- (LC3-II and Beclin-1) and
apoptosis-related proteins (Caspase-3) in the colon wall determined by Western blot. As the
results of ANOVA indicate, only time elapsed after TNBS administration had a significant
effect on the reduction of LC3-1I expression, while the induction of inflammation had a
significant effect on Beclin-1 expression with a higher expression observed in the colitis
group (ANOVA, p < 0.05; Figure S7). However, post-hoc analysis showed no significant
differences between the experimental subgroups.
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Figure 5. Expression of autophagy and apoptosis markers in the colonocytes: results of the immunohistochemical analysis.
White arrows indicate colonocytes with high expression of the LC3B protein (A) and Caspase-3 protein (B) (brown
precipitate). (A,B)—Light micrographs imaged under the NIKON Eclipse Ti2 microscope (x40 magnification). (C,D)—
Changes in the expression of autophagy and apoptosis markers (LC3B and Caspase-3 (Casp-3), respectively) presented
(mean =+ SE) as integrated optical density (IOD). Autophagy-related protein LC3B antigen is represented by a brown
precipitate in the colonocytes in (A). Apoptosis-related protein Casp-3 antigen is represented by a brown precipitate in
the colonocytes in (B). * Significantly different from the control group (control G—) at the same time point according
to the Dunnett post hoc test (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). * Significantly different between the colitis and control
groups at the same time point and the same feed according to the Tukey post hoc test (* p < 0.01). *Significantly different
from the same subgroups at another time point according to the Tukey post hoc test (* p < 0.05, ¥+ p<0.001). P Different

letters denote significant differences in the colitis /control group at the same time point according to the Tukey post hoc test
(p <0.05).
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Figure 6. Results of the densitometric analysis for the expression of autophagy and apoptosis markers in the large intestinal

wall. (A)—Representative immunoblot images. (B)—Autophagy-related protein LC3-II. (C)—Autophagy-related protein

Beclin 1. (D)—Apoptosis-related protein cleaved Caspase-3 (Casp-3). * Significantly different from the control group

(healthy control BG—) at the same time point according to the Dunnett post hoc test (* p < 0.05). * Significantly different

between the colitis and control groups at the same time point and the same feed according to the Tukey post hoc test

(* p < 0.05). * Significantly different from the same subgroups at another time point according to the Tukey post hoc test
(* p <0.05).

After 21 days of TNBS administration, Caspase-3 expression was found to be signifi-
cantly higher (ANOVA, p < 0.001; Figure S8A). Two-way ANOVA showed significant inter-
actions between the time since TNBS administration and induced inflammation (ANOVA,
p < 0.001; Figure S8B). After 7 days of colitis induction, a significantly higher expression of
Caspase-3 in the colon wall was found in the colitis group (Tukey post hoc, p < 0.05), and
after 21 days after colitis induction, a higher expression was observed in the noninflamma-
tory group (Tukey post hoc, p < 0.001). Post hoc analysis confirmed a significantly higher
expression of this enzyme 21 days after TNBS administration in H3GI+ and HBGh+ groups
compared to the expression observed in the corresponding colitis subgroups after 7 days of
TNBS administration (Tukey post hoc, p < 0.05), while it confirmed a lower expression in
the colitis group that consumed feed without beta-glucans (CFG—) compared to the control
group that consumed the same feed (HBG—) (Dunnett post hoc, p < 0.05).
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3.4. Fisher’s Linear Discriminant Analysis (FLD)

The results of the FLD analysis obtained for the expression of experimental factors are
presented in Figure 7. This analysis was used to find the linear combinations of expression
of the analyzed receptors and autophagy and apoptosis markers which allow for the best
separation of the groups of animals at three time points selected in the experimental model.
The experimental data were divided into three groups depending on the experimental time
point, as well as the stage of inflammation corresponding to different periods of the disease
(exacerbation and remission period). The FLD method provides the most optimal linear
combination of parameters used in the analysis such that the highest possible separation
between the data groups is achieved. The results of the linear discriminant analysis at three
time points are shown in Figure 7A,C,E. In each figure, six experimental groups are isolated.
The data are presented in the space between the linear combinations of parameters (FLDs),
marked as FLD; and FLD;, which separate the best-predefined groups.

Figure 7B,D,F shows the correlation vectors of the analyzed parameters in the ex-
periment with FLD; and FLD, predictors, which determine the direction and strength of
the separation of the experimental groups at three time points—3 days (A and B), 7 days
(Cand D), and 21 days (E and F). The graphs show the parameters that had the greatest
impact on the separation of data at particular time points after TNBS administration. The
parameter corresponding to a particular vector caused the data to shift in the direction
determined by the vector. The performed FLD analysis complemented the ANOVA models
by indicating the common set of features that separates the best experimental data (as
opposed to the analysis of individual features in the ANOVA model) and allows for an
augmented analysis of the obtained results.

FLD analysis performed for the data 3 days after TNBS/saline administration (Figure 7A,B)
showed that the factors that most differentiated these experimental groups were Caspase-3
(determined in colonocytes as well as in the whole colon wall), immunohistochemical
expression of Dectin-1, TLR 4, and TLR 6 in colonocytes, and expression of Beclin-1 au-
tophagy protein in the colon wall. The FLD analysis allowed determining the combination
of the above parameters, which in turn helped in distinguishing the control feed groups
supplemented with beta-glucans (HBGl+ and HEGh+) from the other groups in the hori-
zontal plane (FLD;). The vertical plane (FLD,) enabled the separation of the control group
fed with feed supplemented with low-molar-mass oat beta-glucans (HBGl+) from the other
groups (Figure 7A). The expression of Beclin-1 protein was the most correlated with FLD;,
while the expression of TLR 4 and Caspase-3 in colonocytes had the most influence on
FLD,, and that of Dectin-1, TLR 6, and Caspase-3 in the colon wall was important for
both FLDs (Figure 7B). Based on the linear discriminant analysis, it can be concluded that
the control group supplemented with 3Gl+ was characterized by a significantly higher
expression of Dectin-1 receptor and a lower expression of TLR 6 receptor and Caspase-3
protein in the colon wall compared to the colitis groups. The highest Caspase-3 expression
was observed in the control group fed with feed supplemented with high-molar-mass oat
beta-glucans (HBGh+).

After 7 days of colitis induction (Figure 7C,D), the separation of the colitis group from
control groups was much more visible than after 3 days. The horizontal plane (FLD;)
allowed clear separation of control groups from the colitis groups, as well as the separation
of colitis group (CPG—) and colitis groups that consumed the feed supplemented with beta-
glucans (CBGl+ and CAGh+). Animals from the groups fed feed with a low-molar-mass
oat beta-glucans (HBGI+ and CGl+) were separated from the other groups, in particular
from those receiving feed without beta-glucans supplementation (H3G— and C3G—), also
in the vertical FLD direction (FLD,), however to a lesser extent. Expression of Caspase-3
(in colonocytes and colon wall) and Beclin-1 in the colon wall had the greatest influence on
FLD;, while TLR 5 expression had the most impact on FLD,. Both FLDs were influenced
by the expression of Dectin-1 receptor and LC3B protein in colonocytes. Therefore, it can
be concluded that the colitis group fed with feed without beta-glucans had the highest
expression of Caspase-3 and Beclin-1, while the lowest expression of both these proteins
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was observed in the control groups. In addition, H3G— and HRGh+ groups showed the
highest expression of Dectin-1 receptor and LC3B protein. The highest TLR 5 expression

was found in the BGl+-fed groups, both with and without colitis.
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Figure 7. Fisher’s linear discriminant (FLD) analysis. (A,C,E)—Experimental data on the plane spanned by two of the most
data-separating FLDs. (B,D,F)—Parameters contributing the most to the FLDs. Scheme (A,B): 3. days; (C,D): 7 days; (E,F):
21 days.
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After 21 days of TNBS administration (Figure 7E,F), the analyzed parameters differ-
entiated the experimental groups to a much lesser extent than at earlier time points (3
and 7 days). After 21 days of colitis induction, only the expression of LC3B/LC3-1I and
Caspase-3 in the colonocytes and colon wall allowed separating the experimental groups.
CBG— group together with CRGl+ group was separated by FLD; from other subgroups,
while HBGIl+ and C3Gh+ groups were separated from other subgroups along the vertical
axis (FLD;). LC3B expression in colonocytes and Caspase-3 expression in the colon wall
had the greatest impact on FLD;, whereas Caspase-3 expression in colonocytes influenced
FLD,. Expression of LC3-1II in the colon wall had an effect on both FLDs (Figure 7F). FLD
analysis showed that LC3B expression in the colonocytes and that of Caspase-3 in the colon
wall were slightly higher in the control groups fed with fGh+ and 3G— feed compared to
the CAGl+ and CBG— groups. Expression of Caspase-3 in colonocytes and that of LC3-I1
in the colon wall were slightly higher in the H3GI+ and CGh+ groups compared to the
CBG— and CBGl+ groups.

4. Discussion

Crohn’s disease belongs to the group of inflammatory bowel diseases and is charac-
terized by the presence of chronic inflammation within the gut. The course of this disease
is associated with alternating periods of exacerbation and remission. Food is one of the
significant factors influencing the course of CD through many mechanisms. Another
influencing factor is the modulation of cellular processes, including cell death, which
maintains homeostasis and eliminates abnormal and damaged cells [2]. In this study, we
determined the effects of the consumption of low- and high-molar-mass oat beta-glucans
on the expression of selected markers of apoptosis and autophagy in colonocytes in TNBS
colitis-induced rats. In addition, we analyzed the expression of colon wall receptors, in-
cluding TLRs and Dectin-1, which are involved in the recognition of molecular patterns
of pathogens in colon epithelial cells. Rectal administration of a TNBS ethanol solution in
animals caused transmural colitis, which is a well-described intestinal inflammation animal
model with predominantly Crohn’s disease symptoms [31,33]. According to Antoniou
and coworkers, TNBS-induced colitis is a good model for studying immunopathogenesis
and potential treatments for Crohn’s disease [30]. In this model intestinal inflammation is
achieved by a local administration of TNBS in 50% ethanol which involves both chemical
damage and T cell immune reactivity. Additionally, TNBS administration results in acute
necrosis of the colon wall due to oxidative damage, along with transmural inflammation
that closely resembles the histopathological lesions developed in human CD [30,34,35].
The ethanol breaks the mucosal barrier allowing the penetration of the reagent. The main
symptoms in animals with TNBS-induced colitis are bloody diarrhoea, weight loss and
intestinal wall thickening. The presence of the features typical of CD was confirmed by
histological evaluation, which revealed widespread inflammation of the colon, including
not only the mucosa but also the deeper layers of the intestinal wall. The induction of
acute inflammation in the colon wall was also confirmed by the results obtained from the
analysis of the concentration of proinflammatory cytokines and the lymphocyte profile
performed on the same biological material [28] as well as by the results of pro-inflammatory
cytokines gene expression. Here, the effects of beta-glucans were assessed at three time
points: after 3, 7, and 21 days of TNBS administration. This allowed evaluating the an-
alyzed parameters in animals with different intensities of inflammatory changes in the
intestine. It also reflects the periods of exacerbation and remission of colitis in people with
CD and enabled determining the effectiveness of beta-glucan supplementation in these
periods of the disease. The examined rats developed local acute inflammation immediately
after TNBS administration. The inflammation was significantly less severe 1 and 3 weeks
after TNBS administration, which indicated remission of the induced inflammation. This
was confirmed by macro- and microscopic examinations of changes in the colon, including
swelling of the mucosa, microbleeding, and necrosis [28]. It should be noted that the
changes were transient and minimally invasive, indicating an early stage of CD develop-
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ment. This was evidenced by the good health of rats, decreased feed consumption only
five days after the administration of TNBS, lower weight gain in rats with induced colitis,
and no increase in the activity of plasma liver transaminases [29].

In this study, we also examined changes in the intensity of the autophagy process.
It contributes to the adaptation of cells and the maintenance of intracellular homeostasis
enabling cells to survive under stressful conditions. The autophagy marker in the colon
wall and IECs investigated in the study was the expression of the LC3B protein, which
participates in the formation and maturation of autophagosomes [8]. A decrease in this
protein was found in the colon wall after TNBS administration, which indicates intense
repair processes of the intestinal epithelium accompanying/preceding the period of CD
remission. In the initial period of the experiment, autophagy was slightly increased in
the colon wall in all experimental groups, which could be due to the mechanical irritation
caused by rectal administration of TNBS or saline solution. A significant effect of colitis on
the reduction of LC3B expression in IECs was found after 21 days. At this time point, the
expression of LC3B in colonocytes was approximately four times lower in the colitis rats
fed with feed without beta-glucans (C3G—) compared to the 3G— control group. A similar
effect of colitis was observed in induced rats by Xiong et al. (2019), who showed a decrease
in the expression of LC3-II in the epithelium of the large intestine in colitis-induced animals
compared to the control group [36]. In humans, CD is also characterized by impaired
autophagy [37]. A study recognized polymorphism in the ULK1 kinase gene involved
in the autophagy process and mutation of the protein containing the nucleotide-binding
oligomerization domain 2 (NOD2) as a direct mechanism responsible for the autophagy
impairment in CD [8].

Our results showed that supplementation with high-molar-mass oat beta-glucans
reduced the negative effects of inflammation on the expression of LC3B protein. After
21 days of the experiment, it was observed that the expression of LC3B in IECs in the
colitis group fed with feed supplemented with high-molar-mass oat beta-glucans was
similar to that in the BG— control group. The increase in the expression of this protein
under the influence of high-molar-mass beta-glucans in animals without colitis after 7 days
of the experiment was also significant compared to other experimental groups. This
may indicate the autophagy-enhancing effect of these polysaccharides in IECs in animals
with and without colitis. The results of a previous study conducted by our team also
indicated the effect of supplementing animal feed with oat beta-glucans on the expression
of autophagy-related proteins. In an experiment carried out on rats in which enteritis was
induced by intravenous administration of LPS, the transcriptomic analysis showed that
the consumption of oat beta-glucans with feed increased the expression of the Atg10 gene
belonging to the ATG (autophagy-related genes) family. In addition, high-molar-mass oat
beta-glucans caused a significant upregulation of the expression of the Atg13 gene, another
gene of the ATG family [38]. Therefore, the above data indicate a significant effect of oat
beta-glucans in restoring the activity of the autophagy process in inflamed IECs, and a
stronger effect of oat beta-glucans with a high molar mass, which also increased the activity
of autophagy in colon tissue of the control animals without colitis.

Disturbances in the apoptotic process are believed to play an important role in the
pathogenesis of CD. On one hand, excessively intensified apoptosis of epithelial cells leads
to their increased elimination and damage to the intestinal barrier [39]. On the other hand,
the low intensity of apoptosis of inflammatory cells promotes their accumulation in the gas-
trointestinal wall and maintenance of inflammation and promote tumor progression [24,40].
The present study showed that in the early stages of the development of acute colitis in
animals with colitis, the expression of Caspase-3, the executive enzyme of apoptosis, was
very low. It indicates a strong inflammation caused by the rectal administration of the TNBS
ethanol solution. The highest expression of Caspase-3 protein was observed in the con-
trol group fed with feed supplemented with high-molar-mass oat beta-glucans (HBGh+),
which indicates the beneficial effect of this beta-glucan fraction in this respect. The physical
properties of high-molar-mass beta-glucans favor the formation of a protective layer on
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the inner wall of the intestine, and hence this beta-glucan fraction effectively supports the
development of beneficial microbiota producing short-chain fatty acids which favor the
faster regeneration of epithelium damaged by saline administration [23,41,42].

After 7 days of TNBS administration, Caspase-3 expression in colitis-induced animals
was approximately eight times higher than in the control group, which indicates an increase
in the apoptosis process in response to intestinal inflammation. This was also confirmed
by the FLD analysis, in which the control groups were clearly separated from the colitis
groups. The clear separation of the control groups was mainly due to the greater Caspase-3
expression in the colon epithelium and colon wall in inflammatory animals. An intensified
process of apoptosis is also observed in people with CD and UD. This is associated with the
disturbance of the intestinal barrier integrity, which causes the transfer of the commensurate
microbiota to the intestinal lamina propria. This in turn leads to an increase in inflammation
and the level of proinflammatory cytokines such as TNF-« [9,43]. Oat beta-glucans may
reduce the extent of apoptosis in the colon tissue and, consequently, improve the integrity
of the intestinal barrier. In our study, consumption of feed supplemented with high-
molar-mass oat beta-glucans by colitis animals resulted in approximately two times lower
Caspase-3 expression after 7 days of inflammation induction. Consumption of feed with
low-molar-mass oat beta-glucans resulted in the expression of this enzyme in colitis animals
at a similar level as in the control group, which was also confirmed by the results of the FLD
analysis. This proves that both forms of beta-glucans are effective in inhibiting apoptotic cell
death, reducing inflammation markers, and inducing the remission period. In colitis rats
fed with feed supplemented with oat beta-glucans of high molar mass after 7 and 21 days,
the expression level of Caspase-3 was similar, but after 21 days it was higher compared to
the other feeding groups. This confirms the significant effect of oat beta-glucans with a low
and high molar mass in reducing the expression of this apoptotic enzyme during ongoing
inflammation, with low-molar-mass beta-glucans having a stronger effect.

Oat beta-glucans influence the activity of the autophagy process and inhibition of
apoptosis in inflamed IECs. It is probably related to the interaction of oat beta-glucans on
the Dectin-1 receptor and the pattern recognition TLRs: TLR 4, TLR5, and TLR6. These
receptors are responsible, among others, for the stimulation of the immune response to
pathogenic factors, as well as the regulation of proliferation, autophagy, and apoptosis of
intestinal cells [15,17]. In our experiment, the expression of Dectin-1 across all experimental
time points was found to be reduced compared to the control group, due to the induced
inflammation. It should be noted, that de Vries et al. showed increased Dectin-1 expression
in an animal model of DSS-induced colon and mesenteric lymph nodes inflammation [44],
while Van Hung and Suzuki showed no significant changes in the expression of this
receptor in the DSS-induced small intestine inflammation [45]. Similarly, in patients with
Crohn’s disease, increased expression of the Dectin-1 receptor in macrophages, neutrophils,
and other immune cells has been reported [46]. The observed inconsistency is likely caused
by the differences in colitis induction and the type of cells examined for Dectin-1 expression
assessment. According to our knowledge, there are no reports describing the effect of TNBS-
induced colitis on Dectin-1 expression in intestinal epithelial cells. The decrease in Dectin-1
expression observed in our study may result from a different method of inducing colitis. In
addition, we analyzed the Dectin-1 expression in the intestinal epithelial cells, not in the
colon wall or the immune cells. In this case decrease in Dectin 1 expression in colonocytes
noticed in our study may be related to disrupted intestinal barrier integrity by the ethanolic
TNBS solution, that as a consequence, causes infiltration of pathogens/antigens into the
deeper layers of the colon wall and allows their direct contact with cells of the immune
system. The subsequent activation of immune cells results in an increased expression of
Dectin-1 in these cells [30,47]. Moreover, in our study;, it is important to point that the
increase in the expression of this receptor in IECs was observed in the control groups after 3
and 7 days of saline solution administration, which could have been caused by mechanical
damage to these cells evidenced by the lack of similar changes after 21 days. This confirmed
that the administration of the saline solution did not cause the injury of the intestinal barrier,
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that was observed after TNBS administration. We also observed simultaneous reduction
of colonocyte Dectin-1 in the colitis group and its increase in control groups caused by
the mechanical stimulus that resulted in a significant difference in the expression of this
receptor between these groups. Consumption of the feed supplemented with oat beta-
glucans reduced the difference between colitis and control groups in the experimental
animals on days 3 and 21 after TNBS administration. The results showed an increase
in the expression of Dectin-1 in inflamed IECs under the influence of oat beta-glucans.
It should be noted that these polysaccharides have a similar effect on the expression of
LC3B protein, with oat beta-glucans with a high molar mass having a stronger effect. FLD
analysis showed that after 7 days of TNBS administration, the increased expression of
Dectin-1 receptor was accompanied by an increased expression of the LC3B protein, the
increase being characteristic of the control group fed with feed without beta-glucans and
the control group fed with feed with beta-glucans with a high molar mass, which indicates
the intensification of autophagy processes stimulating epithelial repair. Sakaguchi et al.
(2018) described autophagy activation caused by the attachment of polysaccharide ligands
to the Dectin-1 receptor as the mechanism of action of fungal beta-glucans administered to
mice with induced colitis. These authors demonstrated that administration of beta-glucans
decreased the expression of inflammatory cytokine mRNA in the colon (Tnf, II1b, 116) and
the expression of TNFR1 receptor in IECs through the interaction of these polysaccharides
with the Dectin-1 receptor. In addition, activation of Dectin-1 by beta-glucans reduced the
translocation of NF-«B responsible for the induction and maintenance of inflammation [21].

Our other results showed that the concentration of TNF-« and other proinflammatory
cytokines in the colon wall of animals with TNBS-induced inflammation was significantly
increased at all time points. Consumption of oat beta-glucans reduced the concentration of
these inflammatory factors (data not published [28]). TNF-« is one of the inflammatory
mediators that directly stimulate the apoptotic process. The extrinsic pathway of apoptosis
is induced by the binding of this factor to the TNFR1a receptor [48]. Pott et al. (2018)
showed that increased autophagy in the inflamed intestinal epithelium protected cells
against TNF-a-induced apoptosis, which in turn helped to maintain the integrity of the
intestinal barrier and reduce inflammation. Thus, autophagy disorders cause exacerbation
of inflammation and intensification of apoptosis in IECs induced by proinflammatory
cytokines, mainly TNF-oc [39]. This is in line with the results of another study in which the
authors used a model of enteritis induced by murine norovirus infection and administration
of DSS (dextran sulfate sodium). Matsuzawa-Ishimoto et al. (2017) showed that autophagy
deficiency caused by deletion of the ATG16L1 gene (encoding a component of the large
protein complex essential for autophagy) made IECs in the small intestine more susceptible
to TNF-a-induced apoptosis [49]. Currently, the treatment of CD in humans is based on
drugs that stimulate autophagy and reduce TNF-a concentration in the inflamed parts of
the gastrointestinal tract [50]. In summary, the activation of the inflamed Dectin-1 receptor
in IECs by oat beta-glucans reduces the proapoptotic effect of the TNF-a complex with
TNEFR1 receptor. As a consequence of these changes, the autophagy process is intensified,
which entails the protection of cells against excessive apoptosis as well as helps to maintain
the integrity of the intestinal barrier and alleviate inflammation.

The antiapoptotic effect of oat beta-glucans in colitis is probably also related to their
influence on the TLR expression. The results of this study showed that, after 3 days of
TNBS administration, the expression of TLR 4 and TLR 6 receptors in colonocytes was
significantly lower in the colitis group receiving feed without beta-glucans as compared to
the control group fed with the same feed. In addition, in the same group of rats (CpG—),
TLR 5 expression was lower compared to the colitis groups fed with feed supplemented
with low- and high-molar-mass oat beta-glucans. This difference disappeared with the
passage of time after TNBS administration, which proves that the decrease in the expression
of these receptors is mostly influenced by acute intestinal inflammation. Nevertheless, oat
beta-glucans caused a significant increase in the expression of these receptors, especially
TLR 5 and TLR 6, in inflamed IECs in the initial period of the experiment. This period was
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characterized by the presence of active inflammation. Oat beta-glucans with a low molar
mass had a stronger effect in increasing TLR 5 expression, while the expression of TLR 6
was influenced only by oat beta-glucans with a high molar mass.

Deficiency of TLRs, including TLR 4 and TLR 5, increases the susceptibility to induced
inflammation resulting in increased permeability of the intestinal epithelium, inhibition of
proliferation, increased apoptosis, and delayed IEC differentiation, which in turn leads to
increased damage and ineffective reconstruction of the intestinal epithelium [51,52]. On
the other hand, activation of TLRs alleviates the symptoms of colitis by stimulating the
synthesis of cytoprotective and function-modulating factors in mesenchymal stem cells
and immune cells that migrate to the sites of active inflammation. Furthermore, TLRs take
part in the repair of the intestinal epithelium by inducing the synthesis of TFF3 (trefoil
factor 3), amphiregulin, and prostaglandin E2, which increase the migration, survival, and
proliferation of epithelial cells [22]. TLR 4 overexpression in patients with chronic IBD
increases the risk of colorectal cancer due to increased proliferation and decreased apoptosis
of IECs that are continuously exposed to proinflammatory cytokines and ROS [24,25].

Discriminant analysis by Fisher showed a positive correlation between the expression
of TLR 4 and Caspase-3 in colon epithelial cells after 3 days of the experiment. A higher
expression of TLR 4 and Caspase-3 was observed in the control groups fed with feed
supplemented with high-molar-mass beta-glucans and beta-glucan-free feed compared to
all colitis-induced groups, as well as in the control group consuming feed supplemented
with low-molar-mass beta-glucans. This may indicate the activation of the apoptotic
pathway with TLR 4 participation, which could have been caused by mechanical dam-
age to the intestinal epithelium after rectal administration of physiological saline. Such
damage increases the possibility of pathogen contact with the receptors present on the
IEC membranes and consequently induces apoptosis. Some results indicate that bacterial
LPS, a component of the cell membrane of some pathogenic bacteria, is one of the factors
that reduce the proliferation and increase the apoptosis of cells of the small intestine and
colon by activating TLR 4 [53,54]. The significant effect of the consumption of low-molar-
mass oat beta-glucans by rats from the control group, which showed lower TLR 4 and
Caspase-3 expression compared to other control groups, may indicate the antiapoptotic
effect of this polysaccharide. As shown by the results of our research, the mechanism of
the antiapoptotic action of beta-glucans is associated with decreased expression of TLR
4. It should be noted, however, that the intensity of the apoptosis process was relatively
lower in the control groups, especially compared to the colitis groups after 7 days of TNBS
administration.

Flagelin is a TLR5-specific ligand and the major protein of the surface structures of
bacterial cells. Expression of TLR 5 in IECs regulates the composition and localization of
the intestinal microbiota, preventing the development of intestinal inflammation [55]. The
intestinal epithelial layer of TLR 5-deficient mice, as indicated in a review by Burguefio
and Abreu (2020), was much more colonized by commensal microorganisms. TLR 5
deficiency, accompanied by an abnormal immune response to commensal antigens, led to
the spontaneous development of colitis or exacerbation of the existing inflammation in
mice [22]. In our study, we observed a significant effect of the consumption of oat beta-
glucans on the increase in TLR 5 expression in acutely inflamed IECs, which consequently
resulted in equating the expression of this receptor in colitis animals with the expression
found in the BG— control group. There are no reports directly linking the effect of beta-
glucans with TLR 5 expression. These polysaccharides are not typical ligands for TLRs, so it
should be assumed that their likely mechanism of interaction with these receptors is indirect,
possibly resulting from the influence on the expression of MyD88 (myeloid differentiation
primary response 88) and TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-{3).
Studies by other authors have indicated that TLR 5 is an important factor regulating the
composition of the intestinal microbiota. However, microbiota does not have a direct
impact on the TLR 5 transcript, but on the MyD88 and TRIF adapters, which are among
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the main signaling molecules modulating the activity of TLRs by promoting epithelial
reconstruction and repair as well as the production of cytoprotective factors [51,56].

Interactions between activated Dectin-1 and TLRs also play an important role. As
indicated by the results from other authors, the receptors activated by soluble and insoluble
beta-glucans, such as Dectin-1, TLR 2, TLR 4, and TLR 6, in macrophage membranes are
important modulators of cytokine synthesis and participate in the activation of intracellular
metabolic pathways. The main mediator of the activation of Dectin-1-dependent pathways
in immune cells is the Syk tyrosine kinase, which, along with the Dectin-1 receptor, activates
NF-«kB through the CARD9-Bcl10-MALT1 complex [13]. Williams et al. demonstrated that
NE-«kB1-deficient mice exhibited increased IEC apoptosis in response to TNF-o. This is
due to the function of the TNFR1 receptor. In addition to initiating apoptosis, this receptor
also induces the expression of antiapoptotic genes by NF-kB [57]. Through their ability to
simultaneously interact with the Dectin-1 receptor, TLR 2, and TLR 4, beta-glucans can
induce NF-«B in the MyD88 protein-dependent signaling cascade. However, the binding
of Dectin-1 by these polysaccharides with a parallel blocked TLR 5 did not have such
an effect [13]. These data suggest that TLR 5 binding by beta-glucans does not further
modulate the cytokines produced. It should be noted, however, that water-insoluble beta-
glucans have a stronger Dectin-1 receptor-activating effect [13]. Such signaling synergy
was also demonstrated by Patidar et al., who described the co-localization and clustering of
Dectin-1 and TLR 2 in peritoneal macrophages stimulated by barley or yeast beta-glucans
(zymosan), with zymosan showing a stronger effect. The phosphorylation pattern in
the present study indicates that Dectin-1 and TLR 2 stimulation can activate downstream
signaling pathways in a variety of ways. Dectin-1 follows the Syk kinase signaling pathway,
while TLR 2 follows the signaling pathway of IkB kinase (IKK-I«B) [58]. Another in vitro
study, in which the authors showed increased activation of NF-kB in human dendritic cells
by oat beta-glucans via the Dectin-1 receptor, confirms the activation of the Dectin-1/NF-
kB signaling pathway by water-soluble beta-glucans. A significant finding in their study
was that they noted a stronger stimulatory effect of beta-glucans subjected to enzymatic
digestion, which was probably associated with a greater number of 3-(1,3) bonds available
for Dectin-1 receptors [17].

The mechanism by which beta-glucans influence apoptosis and autophagy in inflamed
IECs is related to their effect on the expression of receptors not only in these but also in the
cells of the immune system, such as macrophages or dendritic cells. The research results
cited above indicate that beta-glucans modulate the synthesis of inflammatory cytokines
by the immune cells, which translates into the modification of autophagy and apoptosis
signaling pathways in IECs.

In our study, we described for the first time the effects of beta-glucans at three time
points—3, 7, and 21 days after TNBS administration, reflecting the periods of exacerbation
and remission that occur in people with CD. The results showed significant correlations
between the expression of TLRs and Dectin-1 receptors and that of LC3B, Caspase-3, and
Beclin-1 protein. Fisher’s discriminant analysis showed such correlations only on days 3
and 7 after induction of colitis, while after 21 days, the analysis showed only the effect of
expression of autophagy and apoptosis proteins in the colon wall and epithelium on the
differentiation of the experimental groups. The ANOVA and FLD results as well as the
results of our previous study indicated a significant effect of time on the effectiveness of
beta-glucans in the model of colitis characteristic of CD. In the initial period, the direction
of changes in the studied parameters indicates acute local inflammation, while over time,
remission occurs [29]. It should be noted that the effect of oat beta-glucans on apoptosis
and autophagy through TLRs and Dectin-1 receptors was dependent on the severity of
inflammation, which was mainly confirmed by the FLD analysis. With the passage of time
after TNBS administration and the progression of inflammatory remission, the immune
and metabolic responses to these polysaccharides decreased at the cellular level.
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5. Conclusions

In summary, oat beta-glucans were found to have the ability to alleviate the course of
induced inflammation. Their influence on the course of apoptosis and autophagy seems
to be particularly significant. The observed reduction in the activity of apoptosis and
increased activity of autophagy, in combination with the immunomodulatory activity of
beta-glucans, suggest their beneficial therapeutic effect. Depending on the molar mass,
these polysaccharides may act via different signaling pathways, but both consequently
reduce inflammation and accelerate remission by, among others, protecting the integrity
of the intestinal barrier. The presented results do not clearly indicate which beta-glucan
fraction has a more effective protective effect on IECs; however, it seems that oat beta-
glucans with a low molar mass have a slightly stronger effect in alleviating the induced
colitis by greatly influencing the apoptosis process. In addition, the results published
earlier by our team indicated that oat beta-glucans with low molar mass are more effec-
tive in removing the systemic effects of colitis, including anti-inflammatory and indirect
antioxidant effects [28,29]. These properties of oat beta-glucans, in particular those of low
molar mass, indicate their utility as preparations added during the production of food for
special medical purposes for people suffering from inflammatory bowel disease, especially
Crohn’s disease.
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