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Streszczenie

Ostrozen btotny (Cirsium palustre (L.) Scop.) to ro$lina nalezaca do rodziny
Astrowatych Asteraceae, szeroko rozpowszechniona w Europie i Azji. Na tle dobrze
udokumentowanego sktadu chemicznego i zastosowan innych przedstawicieli tej rodziny,
niepetna charakterystyka chemiczna oraz ograniczone dane dotyczace wlasciwosci
farmakologicznych C. palustre stanowily przestanke do podjecia badan fitochemicznych
1 oceny jego aktywnos$ci biologicznej. Celem niniejszej pracy byto okre$lenie profilu
fitochemicznego oraz zbadanie wpltywu wyciagow, frakcji i wybranych metabolitéw wtdrnych
wyizolowanych z kwiatostanow C. palustre na aktywno$¢ motoryczng jelita czczego
1 okreznicy §wini. Postawiono hipoteze, ze obecne w materiale ro§linnym flawonoidy sg zdolne
do modulowania kurczliwo$ci migsniowki gladkiej jelit, stanowigc obiecujaca podstawe
do opracowania nowych lekéw roslinnych w terapii zaburzen przewodu pokarmowego.
Pozyskany ze stanowiska naturalnego surowiec - kwiaty ostrozenia btotnego, postuzyt jako
materiat do badan. W wyniku ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami uzyskano wyciagi:
metanolowy (CP1), 50% metanolowy (CP2) oraz wodny (CP3). Réwnolegle przeprowadzono
frakcjonowanie metoda ciecz-ciecz, ekstraktu otrzymanego po oczyszczeniu w aparacie
Soxhleta, w wyniku ktorego otrzymano frakcje: eterowa (CP4), octanowa (CP5) oraz
n-butanolowa (CP6). Nastepnie otrzymane wyciagi i frakcje poddano analizie fitochemicznej
metodag LC-PDA-HRMS, w wyniku ktorej stwierdzono obecno$¢ 37 metabolitéw wtornych.
Dominowaly estry kwasu chinowego z kwasami: kawowym, ferulowym i p-kumarowym oraz
liczne flawonoidy, glownie flawony, wystgpujace zaréwno w formie aglikondw,
jak 1 glikozydéw. Do badan farmakologicznych wytypowano wyrdzniajace si¢: apigening
(API), luteoling (LUT), chrysoeriol (CHRY) oraz 7-O-glukuronid apigeniny (A7GLC). Jako
model do$wiadczalny do badan farmakologicznych wybrano izolowane wycinki jelita czczego
1 okreznicy $wini, majac na uwadze jego wysoki potencjat translacyjny. Zaobserwowano, ze
wyciagi, frakcje oraz izolowane flawonoidy modulowaly aktywno$¢ migsniowki gladkiej
przewodu pokarmowego (spontaniczng lub indukowang acetylocholing (ACh)) w sposob
zalezny od dawki — CP1 wykazywat efekt spazmolityczny na migsniowke jelita czczego
1 okr¢znicy zarowno w warunkach aktywnos$ci spontanicznej jak i kurczliwo$ci indukowane;j
ACh. Wyciag CP2 dziatat dwukierunkowo — zwigkszal spontaniczng kurczliwo$¢ w obu
odcinkach jelita, jednoczes$nie ostabiajac skurcze wywotane ACh. W warunkach aktywno$ci
spontanicznej CP3 wywotywat efekt proskurczowy w okreznicy 1 migsnidéwcee okreznej jelita

czczego, natomiast w migsniowce podtuznej dziatanie prokinetyczne ograniczato si¢



do najnizszego st¢zenia, po czym nastgpowata miorelaksacja. W warunkach indukowanych
ACh odpowiedZz migsniowki podtuznej okreznicy nie roznita si¢ istotnie od kontroli, podczas
gdy w migénibwce okreznej okrgznicy oraz w jelicie czczym obserwowano efekt
prokinetyczny. Frakcja CP4 wykazywala dziatanie proskurczowe na mig$niowke jelita czczego
i okreznicy w warunkach aktywno$ci spontanicznej i indukowanej ACh, z wyjatkiem
indukowanych ACh skurczow warstwy podluznej okreznicy, wobec ktorych dziatat
rozkurczowo. Frakcje CP5 i CP6 wykazywatly prokinetyczne dzialanie na oba odcinki jelit,
zarowno dla kurczliwosci spontanicznej jak 1 indukowanej ACh. API zwigkszata spontaniczng
kurczliwo$¢ jelita czczego 1 okreznicy, natomiast w warunkach indukowanych ACh dziatata
prokinetycznie wytacznie na mi¢$niowke podtuzng okreznicy, a w pozostatych przypadkach
spazmolitycznie. A7GLC nasilat w sposdb zalezny od dawki zaréwno spontaniczna,
jak 1 indukowang ACh kurczliwo$¢ obu odcinkow jelita. LUT wykazywala silne dziatanie
miorelaksacyjne, z wyjatkiem prokinetycznego wplywu na migéniowke podtuzng jelita
czczego. CHRY dzialal silnie spazmolitycznie, ostabiajac kurczliwo$¢ spontaniczng
i indukowang ACh we wszystkich wycinkach mig$niowki gladkiej. Wnioski
z przeprowadzonych badan wskazuja, ze C. palustre stanowi bogate zrddlo aktywnych
biologicznie metabolitéw wtérnych, zdolnych do istotnej modulacji motoryki przewodu
pokarmowego. Zaleznos$¢ efektu od dawki otwiera perspektywy dla personalizacji terapii.
Ponadto, udokumentowane w literaturze wtasciwos$ci jego sktadnikdéw, m.in. przeciwzapalne,
immunomodulujgce, neuroprotekcyjne oraz wspierajace integralnos¢ bariery jelitowej stanowia
uzasadnienie dla dalszych badan nad wykorzystaniem tego gatunku w schorzeniach
przebiegajacych z zaburzeniami motoryki, takich jak: zespot jelita drazliwego, niestrawno$¢
czynnos$ciowa, pooperacyjna niedroznos¢ porazenna czy gastropareza.
Uzyskane wyniki stanowig istotny wktad w wiedzg o profilu fitochemicznym 1 potencjalne;j

aktywnosci biologicznej C. palustre, wyznaczajac kierunek do dalszych, pogtebionych badan.



Summary

Marsh thistle (Cirsium palustre (L.) Scop.) is a plant belonging to the Asteraceae family,
widely distributed across Europe and Asia. Against the backdrop of well-documented
composition and uses of other family members, the incomplete chemical characterization
and scarce data on the pharmacological properties of C. palustre provided the basis
for phytochemical studies and assessing its biological activity. The aim of this study was
to determine the phytochemical profile and the effect of extracts, fractions, and selected
secondary metabolites isolated from C. palustre inflorescences on the motor activity
of the porcine jejunum and colon. The hypothesis was that the flavonoids present in the plant
material may modulate the contractility of intestinal smooth muscle, thus providing a promising
basis for the development of new plant-based medicines for gastrointestinal diseases. Marsh
thistle flowers, which were harvested from their natural habitats, were employed as source
material for the research. Ultrasound-assisted extraction yielded methanolic (CP1), 50%
methanolic (CP2), and aqueous (CP3) extracts. Parallel to this, the liquid-liquid partitioning
extract, which was obtained after purification in a Soxhlet apparatus, provided fractions of
diethyl ether (CP4), ethyl acetate (CP5), and n-butanol (CP6). The extracts and fractions were
subjected to LC-PDA-HRMS analysis, which revealed the presence of 37 secondary
metabolites. The dominant compounds were quinic acid esters of caffeic, ferulic,
and p-coumaric acids, as well as numerous flavonoids, primarily flavones, which were present
both as aglycones and as glycosides. For pharmacological testing, the standout constituents
apigenin (API), luteolin (LUT), chrysoeriol (CHRY), and apigenin 7-O-glucuronide (A7GLC)
were selected. Isolated porcine jejunum and colon specimens were selected as an experimental
model for pharmacological studies, considering their high translational potential. It was
observed that extracts, fractions, and isolated flavonoids modulated gastrointestinal smooth-
muscle (spontaneous or acetylcholine (ACh)-induced) activity in a dose-dependent manner,
depending on the type of activity — CP1 exerted a spasmolytic effect on jejunal and colonic
smooth muscles in both spontaneous and ACh-induced conditions. CP2 displayed
a bidirectional effect, enhancing spontaneous contractility in both intestinal segments while
attenuating ACh-evoked contractions. In spontaneous conditions, CP3 enhanced contractility
in the colon and jejunal circular smooth muscles, but in the jejunal longitudinal smooth muscles,
its prokinetic effect was limited to the lowest dose and then reversed to myorelaxation. Under
ACh stimulation responses of the colonic longitudinal smooth muscles were comparable

to control, whereas the colonic circular smooth muscles and the jejunum showed a prokinetic



response. Under spontaneous conditions, CP3 enhanced contractility in the colon
and in the jejunal circular smooth muscle, whereas in the jejunal longitudinal smooth muscle,
its prokinetic effect was confined to the lowest dose and subsequently shifted to myorelaxation.
Under ACh stimulation, responses of the colonic longitudinal smooth muscle were comparable
to the control, whereas the colonic circular smooth muscle and the jejunum exhibited
a prokinetic response. CP4 exhibited procontractile effect on the jejunum and colon, except for
ACh-evoked contractions of colon longitudinal smooth muscle, where it exerted a spasmolytic
effect. CP5 and CP6 exerted a prokinetic effect in both intestinal segments for both spontaneous
and induced contractility. API increased spontaneous contractility of the jejunum and colon,
while under ACh-induced conditions, it acted prokinetically only on colon longitudinal smooth
muscle and spasmolytically in the remaining specimens. A7GLC increased both spontaneous
and ACh-induced contractility of both intestinal segments in a dose-dependent manner.
LUT exhibited a strong myorelaxant effect, except for a prokinetic effect on the jejunum
longitudinal smooth muscle. CHRY exerted a spasmolytic effect, reducing both spontaneous
and ACh-induced contractility across the model. The conclusions from the conducted studies
indicate that C. palustre is a rich source of bioactive secondary metabolites capable
of significantly modulating gastrointestinal motility. The dose-dependence of the effect opens
up the prospect of personalized therapy. In addition, literature-documented properties
of its constituents, i.e., anti-inflammatory, immunomodulatory, neuroprotective, and intestinal
barrier supporting rationale for further research on the use of this species in disorders
characterized by dysmotility, such as irritable bowel syndrome, functional dyspepsia,
postoperative ileus, and gastroparesis. These results significantly expand our knowledge
of the phytochemical profile and potential biological activity of C. palustre, setting the direction
for further in-depth research.
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Wykaz skrotow
ACh
DMSO
M K-HS
ABTS
CP1
CP2
CP3
CP4
CP5
CP6
API
LUT
ATGLC
CHRY
TAS
MIC
DPPH

DGBI

IBS

chlorek acetylocholiny

dimetylosulfotlenek

modyfikowany roztwoér Krebsa-Henseleita
s0l diamonowa 2,2’-azobis(3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)

surowy wyciag metanolowy z kwiatostanow
Cirsium palustre

surowy 50% wyciag metanolowy z
kwiatostanow Cirsium palustre

surowy wycigg wodny z kwiatostanow
Cirsium palustre

frakcja eterowa z kwiatostanéw Cirsium
palustre

frakcja octanowa z kwiatostanow Cirsium
palustre

frakcja n-butanolowa z kwiatostanow
Cirsium palustre

apigenina

luteolina

7-O-glukuronid apigeniny

chrysoeriol

catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna (ang.
total antioxidant status)

minimalne st¢zenie hamujace (ang. minimal
inhibitory concentration)
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

zaburzenia czynnos$ciowe przewodu
pokarmowego (ang. disorders of gut-brain
interaction)

zespot jelita drazliwego (ang. irritable

bowel syndrome)
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FD

IBD

FDr

CIC

STC

POI

GA

HPLC

UPW

MeOH

50% MeOH
Et,O

EtOAc

n-BuOH

FA
LC-PDA-HRMS

12

niestrawno$¢ czynnosciowa (ang. functional

dyspepsia)

nieswoiste zapalenie jelit (ang. inflammatory

bowel disease)

biegunka czynnosciowa (ang. functional
diarrhea)

czynno$ciowe zaparcie idiopatyczne (ang.
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kwas mrowkowy (ang. formic acid)
chromatografia cieczowa sprz¢zona z
detektorami fotodiodowym

1 wysokorozdzielczym masowym



1. Wstep
1.1. Rosliny lecznicze w medycynie, w tym weterynaryjnej
1.1.1. Medycyna tradycyjna

Wedtug oficjalnej definicji przedstawionej przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
(World Health Organization, WHO) medycyna tradycyjna jest to ,, suma wiedzy, umiejetnosci
i praktyk opartych na teoriach, przekonaniach i doswiadczeniach witasciwych roznym kulturom,
niezaleznie od tego, czy mozna je wyttumaczyé, czy nie, stosowanych w utrzymaniu zdrowia
oraz zapobieganiu, diagnozowaniu, poprawie lub leczeniu chorob fizycznych i psychicznych”
(WHO, 2023). Nalezy przez to rozumie¢, ze medycyna tradycyjna to zbidr réznorodnych
praktyk zdrowotnych, podej$¢, wiedzy i przekonan, ktore obejmuja stosowanie lekow
pochodzenia roslinnego, zwierzecego lub mineralnego, terapie duchowe, techniki manualne
oraz ¢wiczenia fizyczne w celu diagnozowania, leczenia i zapobiegania chorobom oraz ogoélne;j
poprawy samopoczucia (WHO, 2001). Wsérod najczesciej stosowanych obecnie systemow
medycyny tradycyjnej znajduja si¢ m.in. tradycyjna medycyna chinska, tradycyjna medycyna
indyjska (ajurweda) oraz tradycyjna medycyna afrykanska (Che i in., 2017).

Najwczesniejsze dowody na istnienie tradycyjnej medycyny chinskiej (TCM) datowane
sana VIII wiek p.n.e. (Paniin., 2014). TCM obejmuje szeroki zakres praktyk terapeutycznych,
w tym akupunktur¢, moksybucje¢ (rodzaj termopunktury polegajacy na wypalaniu stozkow z
suszonych lisci, najczesciej bylicy pospolitej, na punktach akupunkturowych), fitoterapie,
terapie manualne, ¢wiczenia fizyczne, techniki oddechowe oraz interwencje dietetyczne (James
i in., 2020). Tradycyjna medycyna chinska stanowi najczesciej stosowang form¢ medycyny
tradycyjnej na §wiecie, znajdujac szerokie zastosowanie w praktykach medycznych na r6znych
kontynentach (WHO, 2001). Ajurweda jest jednym z najstarszych i najbardziej znanych
systeméw medycyny tradycyjnej na $wiecie. Ma swoje korzenie w pédtnocnych Indiach i
szacuje si¢, ze jej poczatki siggaja X wieku p.n.e. Jej wspotczesna forma wykrystalizowala sie
w okresie od V wieku p.n.e. do V wieku n.e. (Adhikari i Paul, 2018). Ajurweda to termin
pochodzacy z sanskrytu, ktéry oznacza ,nauk¢ o zyciu” lub ,,praktyki dtugowiecznosci”.
Tradycyjna medycyna indyjska promuje okreslone zmiany stylu Zycia oraz stosowanie
naturalnych $rodkéw majacych na celu przywrocenie rownowagi miedzy ciatem, umystem,
duchem, a $rodowiskiem. Fundamentem tej praktyki jest zalozenie, ze choroby wynikaja z
braku rownowagi lub stresu w §wiadomosci cztowieka (Dhale i Bhagwat, 2024). Tradycyjna

medycyna afrykanska byla dominujacym systemem opieki zdrowotnej na kontynencie
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afrykanskim przed przybyciem europejskich kolonizatorow, ktdrzy wprowadzili medycyne
oparta na dowodach naukowych (Abdullahi, 2011). Z uwagi na histori¢ kontynentu jest
prawdopodobnie  jednym z najstarszych najbardziej zrdéznicowanych  systemow
terapeutycznych na $wiecie (Mahomoodally, 2013). Tradycyjna medycyna afrykanska
obejmuje trzy glowne obszary specjalizacji: wrdzbiarstwo, spirytyzm i zielarstwo (Chaitanya i
in., 2022). Wedlug badan, medycyna tradycyjna wcigz zaspokaja podstawowe potrzeby
zdrowotne 80% ludnos$ci kontynentu afrykanskiego (WHO, 2022).

Swiatowa Organizacja Zdrowia od wielu lat prowadzi badania i dziatalno$¢ w zakresie
medycyny tradycyjnej. Celem tej dziatalno$ci jest integracja medycyny tradycyjnej z medycyna
konwencjonalng. W 1976 roku WHO zainicjowato program dotyczacy medycyny tradycyjne;j,
ktéry zaowocowat utworzeniem dwoch dtugoterminowych strategii w tej dziedzinie z trzecia
planowang na lata 2025-2034. W 2022 roku WHO we wspotpracy z rzadem Indii rozpoczeto
budowe Global Traditional Medicine Centre, ktoérego glownym celem jest opracowanie
mi¢dzynarodowych standardow zapewniajacych bezpieczenstwo, jako$¢ oraz dostgpnosé
produktéw medycyny tradycyjnej. Wedtug danych WHO 170 (ze 194) krajéw cztonkowskich
raportuje stosowanie medycyny tradycyjnej przez swoich obywateli (WHO, 2023).

1.1.2. Fitoterapia

Wspolnym elementem nurtdéw medycyny tradycyjnej z calego $wiata jest wykorzystanie
ro$lin leczniczych. Od tysiacleci leki ziolowe byly szeroko stosowane w tradycyjnych
praktykach medycznych. Uzycie roslin jako srodkow leczniczych przez ludzi si¢ga co najmniej
60 000 lat, o czym $wiadcza dowody paleobotaniczne znalezione w miejscach pochowku
neandertalczykOw na terenie dzisiejszego pdinocnego Iraku (Solecki, 1975). Fitoterapia
to dziedzina medycyny zajmujaca si¢ odpowiednim wykorzystaniem roslin leczniczych oraz
ich  pochodnych do celow  profilaktycznych 1 terapeutycznych,  opierajac
si¢ na farmakologicznych wlasciwos$ciach zawartych w nich substancji chemicznych, bedacym
wtornymi metabolitami roslin (Allegra i in., 2023). Wspodlczesnie, az polowa populacji
$wiatowej nadal korzysta z lekow roslinnych (Vishwakarma i in., 2024). Rosliny lecznicze maja
znaczenie nie tylko w medycynie tradycyjnej, lecz takze w przemysle farmaceutycznym,
petniac role istotnego zrodla substancji leczniczych. Okoto 80% wszystkich lekow
syntetycznych czerpie swoje pochodzenie z substancji wyizolowanych lub zainspirowanych
substancjami pochodzenia naturalnego (Bauer i Bronstrup, 2014). Za przyktad mozna podaé

m.in. kwas acetylosalicylowy (zmodyfikowana czasteczka wystepujacego m.in. w korze
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wierzby Salicis cortex kwasu salicylowego), morfing (ktora jest sktadnikiem opium
pozyskiwanego z maku lekarskiego Papaver somniferum L.) czy winkrystyne (alkaloid
barwnika rézowego Catharanthus roseus (L.) G. Don) (Rates, 2001). Globalny przemyst
fitoterapeutyczny rozwija si¢ dynamicznie, z uwagi na wzrastajace zapotrzebowanie
konsumentéw na naturalne oraz alternatywne formy opieki zdrowotnej. Trend ten wynika
Z rosngcego zainteresowania spotecznego bezpiecznymi (za jakie powszechnie uwaza si¢
fitoterapig), niekonwencjonalnymi metodami terapeutycznymi, ktore sga postrzegane jako mniej
inwazyjne i1 bardziej zgodne z filozofig zdrowego stylu zycia (Bhattacharjee i in., 2023;
Sitohang 1 in., 2024). Fitoterapia odnotowuje najwicksza popularno$¢ wsrod pacjentéw
zmagajacych si¢ z chorobami przewlektymi, takimi jak np. nadcis$nienie, cukrzyca, artretyzm,
nowotwory oraz astma (Abdelmola i in., 2021; Bishop i Lewith, 2000; Rashrash i in., 2017).
Rosngca prewencja choréb przewlektych na §wiecie (Hacker, 2024; van Oostrom i in., 2016)
podkresla potrzebg poszukiwania nowych surowcOw o potencjalnym zastosowaniu

w fitoterapii.

1.1.3. Fitoterapia w weterynarii

Historia fitoterapii w medycynie weterynaryjnej jest rownie dluga jak w medycynie
ludzkiej, siggajac starozytnych cywilizacji, kiedy ro$liny lecznicze byly jednym z gléwnych
srodkéw stosowanych zarowno w leczeniu ludzi, jak i zwierzat (Wynn i Fougere, 2006).
Pierwsze dowody na stosowanie ro$lin leczniczych w weterynarii stanowig zachowane do dzi$
teksty medyczne z r6znych kultur. W starozytnych Indiach, juz w ,,Rygwedzie” (ok. 1500-1200
p.n.e.), w jednym z najstarszych tekstow religijnych i filozoficznych, mozna znalez¢ wzmianki
o wykorzystaniu ros§lin w leczeniu zwierzat (Chakraborty, 2023). Jako przyktady przytoczy¢
mozna wykorzystanie ostryzu dlugiego (Curcuma longa) 1 sezamu indyjskiego (Sesamum
indicum) w leczeniu zatrzymania fozyska u bydta (Kumar i in., 2015). W starozytnym Egipcie
dowody na stosowanie ros$lin leczniczych w weterynarii mozna znalez¢ w Papirusie z Kahun
(ok. 1800 p.n.e.), ktory zawiera przepisy medyczne dotyczace leczenia zwierzat, zwlaszcza
bydta i owiec, za pomoca naturalnych sktadnikéw (Abedellaah i in., 2019). Historia tradycyjnej
chinskiej medycyny weterynaryjnej, obejmujacej takie metody jak akupunktura i
ziotolecznictwo, sigga kilku tysiecy lat (Xie 1 Preast, 2013). Leczenie zwierzat w tradycyjne;j
medycynie chinskiej bylo uwazane za réwnie istotne, co leczenie ludzi, co odzwierciedlato
holistyczne podejscie do zdrowia i harmonii w naturze (Lin i Panzer, 1994). Rowniez w innych

starozytnych cywilizacjach, takich jak Mezopotamia, antyczna Grecja i Rzym, istnialy
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rozbudowane systemy medycyny, ktore obejmowaty takze leczenie zwierzat przy uzyciu roslin
(Wynn i Fougere, 2006). Fitoterapia byta jednym z gtownych filarow leczenia zwierzat przez
wiele stuleci 1 dopiero wraz rozwojem nowoczesnej weterynarii na przetomie XIX i XX wieku
zaczeta traci¢ na znaczeniu na rzecz nowych, syntetycznych lekéw (Lees i in., 2013).
Kamieniem milowym w rozwoju weterynarii stato si¢ wprowadzenie antybiotykdéw do leczenia
zwierzat, ktore miato miejsce tuz po zakonczeniu I wojny §wiatowej (Prescott, 2017). Jednak
w ostatnich dekadach obserwuje si¢ odrodzenie zainteresowania medycyna tradycyjng i
fitoterapia w weterynarii, zarowno w konteks$cie leczenia zwierzat towarzyszacych, jak i
gospodarskich. Z przeprowadzonego w 2022 roku badania wynika, ze liczba wzmianek o
tradycyjnej medycynie chinskiej w literaturze weterynaryjnej w latach 2011-2020 wzrosta o
ponad 1000% w poréwnaniu do dekady poprzedzajacej ten okres (Domingues i in., 2022).
Preparaty ziolowe w weterynarii sg najczesciej stosowane w leczeniu duzych zwierzat, takich
jak bydto, konie, owce, kozy i1 §winie (Romero i in., 2022). Fitoterapia znajduje roéwniez
zastosowanie w medycynie innych zwierzat gospodarskich, w tym drobiu (Hartady i in., 2021)
i akwakulturze (Ng i in., 2023). W kontekscie profilaktyki i leczenia zwierzat gospodarskich,
wzrost zainteresowania alternatywnymi metodami, wynika z kilku kluczowych czynnikow. Po
pierwsze, nadmierne stosowanie antybiotykow, lekow odrobaczajacych, pestycydow i srodkow
odkazajacych wywiera negatywny wptyw na $§rodowisko oraz zdrowie ludzi 1 zwierzat
(Mestorino i Reeve-Johnson, 2023). Po drugie, narastajacy problem antybiotykoodpornosci,
czy tez szerzej opornosci przeciw lekom przeciwdrobnoustrojowym i przeciwpasozytniczym
stanowi powazne wyzwanie dla zdrowia publicznego i wymaga poszukiwania nowych
rozwigzan terapeutycznych (Tamminen i in., 2018). Po trzecie, zmieniajaca si¢ Swiadomos¢
spoteczna zwigzana z bezpieczenstwem zywnoS$ci, dobrostanem zwierzat oraz kwestiami
srodowiskowymi przyczyniaja si¢ do szybko zwigkszajacego si¢ popytu na produkty zywnosci
ekologicznej (Aitken i in., 2020; Peng, 2019). Ponadto zmieniajace sig, nie tylko w konkretnych
panstwach, ale tez na arenie mig¢dzynarodowe] przepisy, maja wplyw na zwigkszone
zainteresowanie lekami ziotowymi. Nowe polityki i strategie Unii Europejskiej, jak np.
Europejski Zielony Lad i zwigzana z nim strategia ,,0d pola do stolu”, wyznaczaja takie cele
jak zmniejszenie o 50% sprzedazy S$rodkéw przeciwdrobnoustrojowych dla zwierzat
gospodarskich i akwakultury do 2030 r. Powoduje to intensyfikacje wysitkow na rzecz
zwalczania oporno$ci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz poprawy dobrostanu zwierzat
(KE, 2020). Realizacja strategii w ramach wspolnej polityki rolnej (WPR), dazenie do objecia
25% powierzchni gruntéw rolnych rolnictwem ekologicznym oraz wdrazanie planu dziatania

na rzecz zerowego poziomu zanieczyszczen (EEA, 2022) i strategicznego podej$cia do
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farmaceutykow w srodowisku (KE, 2018) promuja przejscie na bardziej zrownowazone
systemy produkcji zwierzecej. Jednoczes$nie, nowe podejscie ,,Jedno zdrowie” (OHHLEP,
2022) podkresla zintegrowane dzialania na rzecz zdrowia ludzi, zwierzat i Srodowiska, ktore
moga stymulowa¢ dalszy rozwdj i akceptacj¢ metod takich jak fitoterapia. W ciggu ostatnich
lat fitoterapia zyskuje na popularnosci rowniez w medycynie weterynaryjnej matych zwierzat,
odzwierciedlajac rosnace oczekiwania wiascicieli, ktorzy poszukuja alternatywnych metod
leczenia dla swoich zwierzat (Russo 1 in., 2009). Coraz wigcej opiekunow zwierzat domowych
oczekuje, aby w terapii stosowano naturalne preparaty ziotlowe, ktore sa powszechnie uwazane
za bezpieczniejsze, mniej obcigzajace dla organizmu, a takze bardziej przystgpne cenowo niz
tradycyjne leki syntetyczne (Quintavalla, 2024). Ta zmiana w podej$ciu wynika z rosngce;j
$wiadomosci na temat zdrowia i dbatosci o dobrostan zwierzat, a takze z trendow
przenikajacych z medycyny ludzkiej, gdzie fitoterapia odgrywa coraz wigksza role. Wielu
wlascicieli zwierzat decyduje si¢ na samodzielne stosowanie fitoterapeutykdéw, czesto bez
wczesniejszej konsultacji z lekarzem weterynarii (Russo 1 in., 2009). Takze wérdd lekarzy
weterynarii obserwuje si¢ coraz wicksze zainteresowanie fitoterapia (Romero i in., 2022;
Stanossek 1 Wehrend, 2022). Coraz chetniej siggaja oni po preparaty ziotowe jako element
uzupetniajacy konwencjonalne metody leczenia, widzac w nich potencjat do wspierania
zdrowia zwierzat w sposob bardziej holistyczny (Pesch, 2014). Fitoterapia weterynaryjna
znajduje szczegolne zastosowanie w takich dziedzinach jak: geriatria (Kidd, 2012), pediatria
(Pesch, 2014; Quintavalla, 2024), dermatologia (Budgin i Flaherty, 2013) i urologia (Raditic,
2015). Ponadto, fitoterapeutyki zyskuja uznanie w terapii zaburzen behawioralnych, gdzie
moga wspiera¢ rownowage emocjonalng zwierzat (Agan i in., 2022). Najwigksza popularnoscia
cieszy si¢ natomiast, podobnie jak w medycynie ludzkiej, w terapii choréb przewlektych
(Debnath 1 Hazarika, 2023; Meineri i in., 2022) oraz we wspomaganiu odpornosci (Biazar i in.,

2018; Thacker, 2010).

1.1.4. Stosowanie roslin leczniczych w medycynie czlowieka i weterynaryjnej -

obecny status prawny

Przepisy dotyczace stosowania roslin leczniczych w medycynie ludzkiej
1 weterynaryjnej r6znig si¢ w zalezno$ci od kraju, odzwierciedlajac lokalne tradycje, podejscie
do regulacji zdrowotnych oraz standardy bezpieczenstwa. Na poziomie mi¢dzynarodowym,
Swiatowa Organizacja Zdrowia promuje zasady dotyczace bezpieczenstwa i skutecznosci

medycyny tradycyjnej, w tym fitoterapii. WHO opracowata wytyczne dla rejestracji
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1 monitorowania tradycyjnych produktow leczniczych, co ma na celu harmonizacje¢ regulacji
w roznych krajach.

Regulacje dotyczace stosowania roslin leczniczych w Polsce sa zgodne z przepisami
Unii Europejskiej. Jednym z kluczowych aktéw prawnych regulujacych stosowanie roslin
leczniczych w UE jest Dyrektywa 2004/24/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
31 marca 2004 roku. Wprowadza ona przepisy dotyczace tradycyjnych produktéw leczniczych
ro§linnych (ang. Traditional Herbal Medicinal Products, THMP). Zgodnie z dyrektywa,
produkty te moga by¢ dopuszczone do obrotu na rynku unijnym, jesli speiniajg okreslone
kryteria, takie jak dtugotrwale stosowanie (minimum 30 lat, z czego 15 lat na terenie UE),
bezpieczenstwo oraz ustalona skuteczno$¢. Produkty musza réwniez speilnia¢ standardy
jako$ciowe, co obejmuje kontrole surowcow, procesu produkcji i gotowego produktu. W Polsce
implementacja dyrektywy 2004/24/WE nastapita poprzez odpowiednie przepisy krajowe,
glownie w ramach Ustawy o produktach leczniczych z dnia 6 wrzesnia 2001 roku,
z pdzniejszymi zmianami. Ustawa ta reguluje kwestie zwigzane z rejestracja, produkcja,
dystrybucja 1 nadzorem nad produktami leczniczymi, w tym ziolowymi. Organem
odpowiedzialnym za nadzor nad produktami leczniczymi ro$linnymi jest Urzad Rejestracji
Produktéw Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobojczych (URPLWMIiPB).
W chwili obecnej brak jest jednolitych przepisow regulujacych rejestracj¢ i wprowadzanie
do obrotu weterynaryjnych roslinnych produktow leczniczych na terenie Unii Europejskie;.
W praktyce oznacza to, ze preparaty oparte na tradycyjnych produktach roslinnych
sa wprowadzane na rynek przede wszystkim jako dodatki paszowe lub karmy uzupehiajace,
co ogranicza ich formalne uznanie jako $rodkéw leczniczych. Zgodnie z Artykulem
157 rozporzadzenia KE 2019/6 Komisja Europejska jest zobowigzana do przedstawienia
do 29 stycznia 2027 r. sprawozdania na temat tradycyjnych produktéw roslinnych stosowanych
w leczeniu zwierzat. Sprawozdanie to, opracowane w oparciu o dane dostarczone przez
panstwa czlonkowskie, moze sta¢ si¢ podstawa dla wprowadzenia uproszczonego systemu
rejestracji tych produktow, co przyczyniloby si¢ do ich szerszego zastosowania w weterynarii.

Medycyna tradycyjna, z bogatym dorobkiem i réznorodno$cia systemow leczniczych,
odgrywa wcigz znaczaca role w kontek$cie wspotczesnych terapii. Fitoterapia jako jedna
z kluczowych galezi medycyny tradycyjnej, wykorzystuje ro$liny lecznicze zaréwno
w medycynie ludzkiej, jak 1 weterynaryjnej, bazujac na wiedzy zgromadzonej przez wieki.
Obecnie, pomimo intensywnego rozwoju i nowoczesnych technologii, fitoterapia cieszy si¢
coraz wigkszym zainteresowaniem. Rosngca popularno$¢ w spoleczenstwie oraz aspekty

ekonomiczne przemawiajg za intensywnym rozwojem tej galezi lecznictwa. W §wietle rosnacej
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potrzeby odkrywania nowych, skutecznych §rodkéw terapeutycznych, niezbedne jest dalsze
poszukiwanie nowych surowcoéw ro$linnych, ktoére mogltyby wzbogaci¢ arsenal
fitoterapeutyczny.

Znaczna czg$¢ problemow zdrowotnych u réznych gatunkéw zwierzat wynika z dysfunkcji
przewodu pokarmowego. Zjawisko to dotyczy zarowno zwierzat domowych, takich jak psy
i koty (Maliuk i in., 2024), oraz matych ssakow egzotycznych (Huynh i Pignon, 2013),
jak 1 zwierzat gospodarskich, w tym bydta (Khalphallah i in., 2021), matych przezuwaczy
(Bayne i Edmondson, 2021), wielbtadowatych (Cebra, 2014), trzody chlewnej (Thomson
i Friendship, 2019) oraz drobiu (Morishita i Porter, 2021). Znaczng czg$¢ tych schorzen
stanowig choroby zakazne, w tym pasozytnicze (Gunathilaka i in., 2018; Schmid i in., 2024).
Badania przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych w latach 2019-2022 wykazaly, Ze u pséw
z objawami ze strony przewodu pokarmowego najczestsza przyczyna choroby byly zakazenia
pasozytnicze, stanowigce 17% przypadkow (Schmid i in., 2024). W przypadku zwierzat
hodowlanych zaburzenia przewodu pokarmowego sa jedna z kluczowych przyczyn
$miertelnosci (Wilson i in., 2022), co generuje znaczne straty ekonomiczne. Wiele patogenow
wywolujacych zaburzenia przewodu pokarmowego u zwierzat wykazuje potencjat
zoonotyczny. Przykladowo, bakterie z rodzaju Salmonella, czg¢sto przenoszone poprzez
spozycie mig¢sa drobiowego, odpowiadajg za okoto 93,8 miliona zakazen i 155 tysigcy zgondw
rocznie na §wiecie (Peng 1 in., 2024). Biorgc pod uwage ewoluujace si¢ wsréd wiascicieli
zwierzat 1 konsumentéw preferencje oraz zmieniajace si¢ przepisy prawa dotyczace lekow
stosowanych u zwierzat wylania si¢ pilna potrzeba poszukiwania nowych rodzajow lekéw

do zastosowania w tym obszarze.

1.2. Charakterystyka ostrozenia blotnego (Cirsium palustre)

1.2.1. Biologia i wystepowanie Cirsium palustre

Ostrozen btotny (Cirsium palustre (L.) Scop., ang. marsh thistle) jest rosling zielng
nalezaca do rodziny Astrowatych (tac. Asteraceae). Gatunek ten rodzimy jest dla Europy oraz
zachodniej 1 wschodniej Syberii. Zostal takze wprowadzony w polnocnych Stanach
Zjednoczonych 1 Kanadzie (Invasive Species Council of BC, 2021; Tohver, 1998).
W niektérych regionach (np. Wisconsin, USA) jest uznawany za gatunek inwazyjny (Cao i in.,
2024). Wystepuje na réznorodnych siedliskach, takich jak pastwiska, 1aki kosne, a czasami
takze w wilgotnych lasach olszowych (Pons i During, 1987). Ostrozen blotny zaliczany

jest do bylin dwuletnich oraz ro§lin monokarpicznych - zakwita jedynie raz, a nast¢pnie zamiera
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(Rutkowski, 2008). W pierwszym roku wegetacji wyrasta w formie rozety o waskich,
kolczastych lisciach z fioletowymi krawedziami. W kolejnym roku tworzy wysoka, silnie
kolczastg todyge, rownomiernie pokryta lis¢mi, ktorej szczyt zakonczony jest koszyczkami
ciemnofioletowych kwiatow. Osiaga od 30-50 do 120-250 cm wysokos$ci (Tutin i in., 1964).
Okres kwitnienia przypada od czerwca do wrze$nia. Pojedyncza roslina moze wyprodukowac
do 2000 nasion, ktore sg nastepnie rozprzestrzeniane przez wiatr i wodg¢ lub wraz z odchodami
zwierzat. Zywotno$¢ nasion w glebie wynosi do 3 lat (Rada ds. Gatunkéw Inwazyjnych BC,
2021). Ostrozen blotny moze tworzy¢ spontaniczne hybrydy w obrebie rodzaju Cirsium (Stace,

1975).

1.2.2. Wilasciwosci farmakologiczne Cirsium palustre

Jednym z obszarow badan poswigconych aktywnosci biologicznej ostrozenia btotnego
byta ocena dziatania antyoksydacyjnego. W modelu in vitro z uzyciem metody
spektrofotometrycznej zbadano ekstrakty z pigciu gatunkow Cirsium spp. (C. arvense,
C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare oraz C. vulgare). Ekstrakt metanolowy oraz frakcje
(chloroformowa, eterowa, octanowo-etylowa i n-butanolowa) z lici C. palustre wykazywaty
najwyzszg wsrod wszystkich gatunkow aktywno$¢ przeciwutleniajaca, wyrazong jako
catkowity status antyoksydacyjny (TAS), w zakresie od 1,75 do 2,7 mmol/l. Najwyzsza
aktywno$¢ zaobserwowano dla frakcji octanowo-etylowej oraz n-butanolowej, ktoérych
dziatanie byto zblizone do wartosci uzyskanej dla proby kontrolnej z kwercetyng (3,5 mmol/l).
Oceng przeprowadzono z wykorzystaniem testu z rodnikiem kationowym ABTS
(s6l diamonowa 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)) (Nazaruk, 2008). Badania
z uzyciem surowych ekstraktow wodnych z lisci C. palustre potwierdzity ich potencjat
antyoksydacyjny (TAS=2,78 mmol/l) (Nazaruk i in., 2008). W p6zniejszych badaniach in vitro
metoda spektrofotometryczng oceniono zdolno$¢ redukcji wolnego rodnika 2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazylu (DPPH) do oceny aktywnos$ci antyoksydacyjnej ekstraktow metanolowych
i heksanowych z owocow C. palustre i C. rivulare (ostrozenia tgkowego). Aktywno$¢
przeciwutleniajaca wyrazono jako % usunigtego rodnika DPPH. Dla ekstraktéw heksanowego
i metanolowego z C. palustre aktywno$¢ wynosita odpowiednio 35,56% i 91,36% - byla
wyzsza niz C. rivulare (14,22% ekstrakt heksanowy i 88,55% ekstrakt metanolowy) (Nazaruk
iin., 2012b). Analiza przeciwutleniaczy zawartych w liciach C. palustre wykazata przewage
flawonoidow: 7-O-glukozydu eriodykcjolu, 7-O-glukozydu luteoliny 1 7-O-glukozydu 6-

hydroksyluteoliny, a takze kwasu chlorogenowego (Nalewajko-Sieliwoniuk i in., 2015).
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Innym kierunkiem badan byly prace majace na celu ustalenie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wyciagdw pozyskanych z C. palustre. Badania dowiodtly,
ze etanolowe wyciagi C. palustre wykazuja dzialanie przeciwdrobnoustrojowe wobec
szczepow Staphylococcus aureus (minimalne stezenie hamujace, MIC = 500 pg/ml), S. aureus
oporny na metycyling, MRSA (MIC = 375 pg/ml) i Bacillus cereus (MIC = 500 pg/ml) (Kenny
i in.,, 2014). Wodny ekstrakt z liSci C. palustre wykazal najwyzsza aktywno$¢
przeciwbakteryjng sposrdd badanych gatunkow (C. arvense, C. oleraceum, C. palustre,
C. rivulare oraz C. vulgare) wobec badanych mikroorganizmoéw z warto$cig MIC: 3,12 mg/ml
(S. aureus), 25 mg/ml (Pseudomonas aeruginosa) i 25 mg/ml (Bacillus subtilis) oraz dziatanie
przeciwgrzybicze MIC= 0,78 mg/ml (wobec Candida albicans) (Nazaruk i in., 2008). Kolejne
doswiadczenie badajace dziatanie ekstraktow metanolowych z lici i kwiatow Cirsium palustre
przeciwko S. aureus, B. subtilis i P. aeruginosa rdwniez potwierdzilo przeciwbakteryjny
potencjat tej rosliny. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa na B. subtilis wynosita
MIC = 6,25 mg/ml (ekstrakt z kwiatéw) 1 MIC = 1,56 mg/ml (ekstrakt z li§ci). MIC wobec
P. aeruginosa wyniost 25 mg/ml (ekstrakty z kwiatéw) 1 50 mg/ml (ekstrakt z lici).
W przypadku S. aureus MIC okreslono na 6,25 mg/ml zaréwno dla ekstraktu z lidci,
jak i kwiatéw. Stwierdzono réwniez, ze dodatek pikolinianu sodu (PS) do ekstraktow zwigksza
ich dzialanie przeciwbakteryjne na S. aureus (MIC = 1,25-5,00 mg/ml w zalezno$ci od stezenia
PS) (Borawska i in., 2010).

Ponadto wyniki badan opublikowanych w 2012 roku potwierdzity antyproliferacyjne
dzialanie olejku eterycznego C. palustre na komoérki gruczolakoraka piersi (MCF-7 i MDA-
MBA-231). Dowiedziono, ze olejki eteryczne z korzeni C. palustre wykazuja umiarkowane
dziatanie antyproliferacyjne wobec gruczolakoraka, przy warto$ciach ICso w zakresie
od 110 do 140 pg/ml. Badane stezenia byly ponizej poziomu zdolnego do hamowania
proliferacji prawidtowych komoérek - CRL 1474 (normal skin fibroblasts) (Nazaruk i in.,
2012a). Co wiecej, inne badania dowiodly, ze flawonoidy (7-O-glukozyd eriodykcjolu,
7-0-glukozyd skutelareiny, 7-O-glukozyd 6-hydroksyluteoliny oraz pedalityna) wyizolowane
z metanolowego ekstraktu z liSci C. palustre zwigkszaja ekspresj¢ kolagenu typu I 1 III

w mRNA w zalezno$ci od swojego st¢zenia (Nazaruk i Galicka, 2014).

21



1.2.3. Charakterystyka fitochemiczna Cirsium palustre
1.2.3.1.  Flawonoidy

Flawonoidy stanowig istotng grup¢ metabolitow wtornych roslin nalezacg do polifenoli.
Wystepuja w duzych ilosciach w owocach, nasionach, li§ciach i innych czg$ciach ro$lin,
nadajac im charakterystyczng barwe, aromat i smak. Pelnig one takze szereg innych funkcji,
takich jak regulacja wzrostu i rozwoju ro$lin oraz ochrona przed szkodliwymi czynnikami
srodowiskowymi (Dias i in., 2021). Sa one wykorzystywane jako kluczowe sktadniki wielu
produktow nutraceutycznych, farmaceutycznych i kosmetycznych ze wzglgdu na ich
wlasciwos$ci przeciwutleniajace (Firuzi i in., 2005; Szewczyk i in., 2020), przeciwzapalne
(Maleki i in., 2019; Yahfoufi i in., 2018), przeciwmutagenne (Matsumoto i in., 2017; Snijman
i in., 2007) 1 przeciwnowotworowe (Mir i in., 2024; Chirumbolo i in., 2018) oraz zdolno$¢
do modulowania kluczowych funkcji enzymow komoérkowych (Panche i in., 2016). Dodatkowo
flawonoidy  charakteryzuja si¢ dziataniem neuroprotekcyjnym (Bellavite, 2023)
1 kardioprotekcyjnym (Xie i in., 2018), co podkresla ich szeroki potencjal terapeutyczny
w zapobieganiu i leczeniu chordb przewleklych oraz degeneracyjnych (Ullah i in., 2020).
Dotychczasowe badania wykazaty, powszechne wystgpowanie flawonoidow w rdznych
organach Cirsium palustre, zarowno w postaci wolnych aglikonéw jak ich pochodnych
(Nalewajko-Sieliwoniuk i in., 2015; Nazaruk i1 Galicka, 2014; Nazaruk i Gudej, 2003). Ponad
to wykazano, ze iloSciowa zawarto$¢ tych zwiazkow rozni si¢ pomigdzy poszczegdlnymi
cz¢$ciami rosliny (Nazaruk, 2008). Do wolnych aglikonow obecnych w tym gatunku naleza
flawony t.j.: apigenina, luteolina, trycyna, pedalityna oraz sorbifolina. Wsrdd form zwigzanych
w C. palustre wykryto glikozydy 1 glukuronidy ktére sa powszechnymi formami
koniugacyjnymi flawonoidéw. Obserwuje si¢ obecno$¢ izokemferydu w postaci wolnego
aglikonu, jak i 7-O-glukozydu. Apigening reprezentuje w surowcu posta¢ niezwigzana, jak i
pochodne: 7-O-glukozyd apigeniny, 7-O-(6"-metyloglukuronid) apigeniny oraz 7-O-
glukuronid apigeniny, co wskazuje na jej wysoka zdolno$¢ do koniugacji. Podobnie luteolina
wystepuje zardéwno jako wolny aglikon, jak i w postaci 7-O-glukozydu luteoliny. Ponadto,
wsérod glikozydéw flawonoidowych obecnych w C. palustre wyrdzniono 7-O-glukozyd
hispiduliny, 3-O-glukozyd kemferolu, 7-O-glukozyd eriodykcjolu, 7-O-glukozyd 6-
hydroksyluteoliny, 7-O-glukozyd naryngeniny, 7-O-glukozyd 6-hydroksyluteoliny oraz 7-O-
glukozyd skutelareiny, ktére moga miec¢ istotne znaczenie w kontekscie ich wlasciwosci
farmakologicznych.

Doktadng reprezentacj¢ flawonoidow zawartych w C. palustre zawarto w Tabeli 1.
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Tabela 1. Flawonoidy wyizolowane z C. palustre

Nazwa zwiazku
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luteolina

pedalityna

Wzor Struktura chemiczna
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1.2.3.2. Kwasy fenolowe

Kwasy fenolowe, podobnie jak flawonoidy nalezace do polifenoli, sg grupg zwigzkow
organicznych obecnych w réznych czgsciach wielu gatunkow roslin. Sg to aromatyczne
metabolity wtorne, petnigce rolg barwnikéw i nadajace roslinom unikalne cechy sensoryczne,
takie jak barwa, smak, odczucia w jamie ustnej (cierpko$¢, szorstko$¢) oraz zapach (Rashmi 1
Negi, 2020). Kwasy fenolowe wykazuja szerokie spektrum dzialania biologicznego,
obejmujace  wihasciwosci  przeciwutleniajace, przeciwzapalne, immunomodulujace,
przeciwalergiczne, przeciwmiazdzycowe, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzakrzepowe,
kardioprotekcyjne, przeciwnowotworowe oraz przeciwcukrzycowe (Kiokias i in., 2020).
Dotychczas opisane w Cirsium palustre kwasy fenolowe to wyizolowane z liSci i
zidentyfikowane metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej: kwas chlorogenowy,

kwas galusowy, kwas protokatechowy, kwas 4-hydroksybenzoesowy (Nazaruk i in., 2008).

Tabela 2. Kwasy fenolowe wyizolowane z C. palustre

Struktura Wzor Struktura chemiczna
chemiczna sumaryczny
kwas 4- C7Hs0O3 o
hydroksybenzoesowy
OH
HO

kwas protokatechowy = C7HeO4 o

HO

OH

HO

kwas galusowy C7H4Os ©

HO
OH

HO
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kwas chlorogenowy  CisHisOo ABS

HO X W

OH

OH
HO

1.2.3.3.  Triterpeny

Triterpeny, jako liczna grupa metabolitow wtornych roslin, sa szeroko
rozpowszechnione w réznych tkankach roslinnych, takich jak liscie, kora, owoce i korzenie
(Jager 1 in., 2009). Réznorodno$¢ strukturalna tej grupy zwigzkéw jest znaczna, co
odzwierciedla si¢ w liczbie ponad 20 000 opisanych do tej pory triterpenéw (Thimmappa i in.,
2014). Liczne badania wskazuja na szeroki zakres aktywno$ci biologicznej triterpendw,
obejmujagcy miedzy innymi dziatanie przeciwutleniajace, przeciwnowotworowe,
przeciwdrobnoustrojowe i przeciwzapalne (Renda i in., 2021). Przeprowadzone analizy
fitochemiczne owocow i kwiatdw C. palustre potwierdzily obecno$¢ reprezentantow tej klasy
zwigzkow: 24-metylenocykloartanolu, a-amyryny, b-amyryny, octanu a-amyryny, octanu b-
amyryny, octanu lupeolu oraz faradiolu w tym gatunku ro$liny (Nazaruk i Jablonski, 2011;

Nazaruk i in., 2012b).

1.2.3.4. Fitosterole

Fitosterole, organiczne zwigzki zaliczane do steroidow, sa naturalnie wystepujacymi
sktadnikami r6znych cze¢$ci roslin (w tym korzeni, todyg, lisci, kwiatéw, owocow i catych traw)
(Li 1 in., 2022). Wykazuja znaczace podobienstwo strukturalne do cholesterolu, bedac jego
ros$linnymi odpowiednikami. Zlokalizowane sg gtéwnie w blonach komorkowych oraz w
cytoplazmie roslin, pelnigc istotne funkcje w utrzymaniu integralnosci i funkcjonowania
komorki. Réznorodnos¢ gatunkéw roslin przeklada si¢ na zréznicowany sktad fitosteroli, wérod
ktérych zidentyfikowano juz ponad 250 roznych zwigzkéw (Salehi i in., 2021). Na podstawie
stopnia nasycenia wigzaniami podwdjnymi w czasteczce, fitosterole dzieli si¢ na sterole

(nienasycone) oraz stanole (nasycone) (Piironen i in., 2000). Najwiecej fitosteroli znajduje si¢

28



w thustych owocach, nasionach oleistych oraz w olejach pozyskiwanych z tych surowcow
(Jiménez-Escrig 1 in., 2006). Coraz liczniejsze badania naukowe potwierdzaja szerokie
spektrum dziatania farmakologicznego fitosteroli i ich pochodnych. W$rdd najbardziej
istotnych wlasciwosci wymienia si¢ zdolno$¢ do obnizania poziomu cholesterolu catkowitego
oraz frakcji LDL, jak réwniez dzialanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwwrzodowe,
immunomodulujgce, przeciwdrobnoustrojowe 1 hipoglikemiczne (Salehi i in., 2021).
Przeprowadzona analiza sktadu fitosteroli w C. palustre wykazata obecno$¢ szesciu rdznych
zwigzkow z tej grupy (Nazaruk i Jablonski, 2011; Nazaruk i in., 2012b) wérod ktorych b-
sitosterol wystepowal w najwigkszym stezeniu (Nazaruk i in., 2012b). Szczegdétowe dane

dotyczace zawartosci poszczegdlnych fitosteroli przedstawiono w Tabeli 3.

1.2.3.5. Kwasy tluszczowe

Kwasy tluszczowe jako podstawowe skladniki lipidow, petnig kluczowa role w
funkcjonowaniu komorek roslinnych. Wystepuja gtéwnie w formie estrow gliceryny, budujac
struktury bton komodrkowych, chloroplastow i mitochondriow (Harborne i Baxter, 1993).
Wsrod kwasoéw thuszczowych roslin dominujg zwiazki nasycone oraz proste nienasycone o
dhugosci fancucha C16 1 C18. Coraz wigcej badan wskazuje na szeroki zakres aktywnosci
biologicznej tych zwiazkéw, obejmujacy miedzy innymi dzialanie przeciwdrobnoustrojowe
(McGaw iin., 2002; Skalicka-Wozniak i in., 2010), przeciwzapalne (Hanh i in.., 2011; Micallef
i Garg, 2009), neuroprotekcyjne (Eckert i in.., 2010) oraz kardioprotekcyjne (Micallef i Garg,
2009). W przypadku C. palustre, dominuja nienasycone kwasy thuszczowe, takie jak linolowy
(18:2) 1 oleinowy (18:1), co potwierdzaja wyniki przeprowadzonych analiz (Nazaruk i in.,

2012b). Szczegotowy profil kwasdéw ttuszczowych przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Pozostale fitosktadniki wyizolowane z C. palustre

Triterpeny Fitosterole Kwasy tluszczowe
24-metylenocykloartanol b-sitosterol kwas mirystynowy (14:0)
a-amyryna kampesterol kwas pentadekanowy (15:0)
b-amyryna kampestanol kwas oleopalmitynowy
(16:1(9))
octan a-amyryny stigmasterol kwas palmitynowy (16:0)
octan b-amyryny ergost-8(14)-en-3-ol kwas margarynowy (17:0)
octan lupeolu sitostanol kwas linolowy (18:2(9,12))
faradiol kwas oleinowy (18:1(9))

kwas stearynowy (18:0)
kwas gadoleinowy
(20:1(11))

kwas arachidowy (20:0)
kwas behenowy (22:0)
kwas lignocerynowy (24:0)

1.2.4. Olejki eteryczne zawarte w C. palustre

Oleje eteryczne jako ztozone mieszaniny lotnych zwigzkow organicznych, sa produktami
metabolizmu wtérnego roslin aromatycznych. Ich biosynteza i akumulacja odbywaja si¢ w
wyspecjalizowanych strukturach anatomicznych, takich jak gruczoty, wtoski wydzielnicze czy
przewody zywiczne (Djilani i Dicko, 2012). R6znorodnos¢ chemiczna olejkéw eterycznych
przejawia si¢ szerokim spektrum aktywnos$ci biologicznej, obejmujacym wlasciwosci
antybakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze, przeciwbolowe, uspokajajace,
przeciwzapalne, spazmolityczne 1 miejscowo znieczulajgce (Bakkali i in., 2008). Nazaruk i
wsp. (2012a) wykazali znaczne réznice w sktadzie chemicznym olejkéw eterycznych
izolowanych z réznych organdéw C. palustre. Korzenie tego gatunku charakteryzowatly si¢
wysokg zawartoscig aplotaksenu i jego pochodnych, podczas gdy w lisciach dominowaty (-
damascenon i -jonon. Ponadto, przeprowadzone badania wykazaty umiarkowang aktywnos$¢
cytotoksyczng olejkow eterycznych z korzeni C. palustre wobec komorek nowotworowych

(Nazaruk i in., 2012a).
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1.2.5. Cirsium jako roslina lecznicza

Rosliny z rodzaju Cirsium maja bogatg histori¢ stosowania w medycynie tradycyjnej w
wielu regionach $wiata. Ostrozenie byty stosowane w tradycyjnej medycynie chinskiej juz
kilkaset lat temu, a pierwsze wzmianki na ten temat pochodza z czaso6w dynastii Han (206
p.n.e.-220 n.e.), kiedy to uzywano ich w leczeniu réznych dolegliwo$ci, w tym krwawych
wymiotow, chrapania, otytosci i krwawien (Luo i in., 2021). Popularny w medycynie chinskiej
jest ostrozen japonski (Cirsium japonicum) wystepujacy w Japonii, Korei i Chinach. Ze
wzgledu na swoje wlasciwos$ci roslina ta byta wykorzystywana w tradycyjnej medycynie
chinskiej do leczenia nadci$nienia, krwotokéw oraz zapalenia watroby (Ishida i in., 1987).
Cirsium japonicum znalazt réwniez zastosowanie w leczeniu cukrzycy, zwlaszcza na obszarach
wiejskich Chin (Liao i in., 2010). Ponadto w medycynie ludowej uzywano go w walce z
nowotworami, takimi jak rak watroby, rak macicy czy biataczka (Liu i in., 2007).

W Ameryce potnocnej oraz Meksyku C. mexicanum byto powszechnie stosowane do
leczenia chorob uktadu oddechowego oraz pokarmowego, takich jak zapalenie watroby,
biegunka, czerwonka czy bole zotadka (CABI, 2017). Rdzenne ludy Ameryki wykorzystywaty
takze Cirsium arvense ze wzgledu na jego silne wilasciwosci przeciwzapalne do leczenia
dolegliwos$ci jamy ustnej, takich jak bol zebow, wrzody czy afty oraz do leczenia gruzlicy (Ul
iin., 2013).

Cirsium arvense znajduje szerokie zastosowanie w medycynie ludowej na caltym $wiecie.
Roslina ta jest wykorzystywana w terapii probleméw z watroba, takich jak marsko$¢,
sttuszczenie 1 rak watroby. Pomaga takze w fagodzeniu zaburzen zotadkowo-jelitowych, w tym
biegunek i wrzodow, a takze w leczeniu nadci$nienia. Stosowana jest rowniez przy chorobach
ptuc, schorzeniach krwotocznych, problemach uktadu moczowo-plciowego, dnie moczanowe;j
oraz w przypadku chorob skory, ran 1 infekcji ropnych (Balkrishna i in., 2024).

W tradycyjnej medycynie ludowej w Polsce gatunki z rodzaju Cirsium znajdowaly szerokie
zastosowanie. Cirsium rivulare, ze wzglgdu na swoje wlasciwosci anksjolityczne, bylo
tradycyjnie uzywane w leczeniu zaburzen lgkowych (Nazaruk i Gudej, 2003). Podobne
zastosowanie miaty inne gatunki, takie jak Cirsium oleraceum oraz Cirsium vulgare (Nazaruk,
2008). Dodatkowo, w polskiej medycynie ludowej Cirsium arvense 1 Cirsium oleraceum
wykorzystywano jako $rodki moczopegdne, przeciwzapalne i §ciggajace (Ozarowski i in., 1987).
Wartym podkreslenia jest fakt, ze w tradycyjnym lecznictwie ro$liny z rodzaju Cirsium byly
réwniez wykorzystywane do tagodzenia dolegliwosci zotadkowo-jelitowych, szczegdlnie

biegunek i1 czerwonki (Aggarwal i in., 2022; Chakraborty i in., 2017). Wsréd ludow
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stowianskich ro$liny te znalazly zastosowanie w terapii kolki oraz probleméw trawiennych
(Kolosova, 2010; Kujawska i in., 2016).
Niewiele jest informacji na temat zastosowania Cirsium palustre w medycynie ludowe;.
Jak podaje literatura, Huculi wykorzystywali ostrozen btotny w celu leczenia goraczki
(Wdowiak, 2013).
Cirsium palustre jest interesujagcym obiektem badan pod katem potencjalnego zastosowania
w fitoterapii, nie tylko ze wzgledu na szeroka gam¢ udokumentowanych dotychczas
wlasciwosci biologicznych, ale rowniez z uwagi na dlugg tradycje stosowania innych roslin z
tego rodzaju w medycynie ludowej w wielu obszarach. Ponadto sktad fitochemiczny wyciagow

z C. palustre daje podstawg to spekulacji o mozliwych dziataniach farmakologicznych ro$liny.

N

Moor-Distel, Carduus palustris.

Ryc. 1 Cirsium palustre (Sturm i in., 1905)
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1.3. Zaburzenia czynnosciowe przewodu pokarmowego

Zaburzenia czynno$ciowe przewodu pokarmowego (ang. disorders involving gut-brain
interaction, DGBI) sa powszechnym problemem zdrowotnym na catym §wiecie 1 stanowia
najczesciej stawiang diagnoze w dziedzinie gastroenterologii (Gubert i in., 2022). Wedtug
ogbélnoswiatowego badania przeprowadzonego przez Rome Foundation, DGBI sa
problemem dotykajacym ponad 40% populacji na §wiecie (Sperber i in., 2021). Wérdd nich
najczesciej wystepujacymi sa zespot jelita drazliwego (IBS) i1 dyspepsja czynno$ciowa
(FD). Zaburzenia te sg klasyfikowane w oparciu o wystepowanie przewleklych objawow
dotyczacych przewodu pokarmowego, takich jak bol w obszarze jamy brzusznej,
dyskomfort, wzdgcia czy zmiany w rytmie wyprdznien, przy jednoczesnym braku
wykrywalnych stanow zapalnych lub widocznych nieprawidlowos$ci strukturalnych w
obrebie uktadu pokarmowego (Drossman, 2016; Drossman i Tack, 2022; Sperber i in.,
2021). Skomplikowana i nie w pelni zrozumiata patofizjologia stanowi istotng barier¢ w
terapii DGBI. Na podstawie aktualnie powszechnie przyjetego modelu przedstawiajacego
mechanizm rozwoju choroby, uwaza si¢, ze patofizjologia jest zwigzana z polaczeniem
zaburzen motoryki, nadwrazliwosci trzewnej, zmienionej funkcji btony §luzowej i uktadu
odporno$ciowego, zmienionego mikrobiomu jelitowej i zmienionego przetwarzania w
osrodkowym uktadzie nerwowym (Black 1 in., 2020; Drossman, 2016). Terapia zaburzen
czynnosciowych przewodu pokarmowego jest procesem zlozonym, ktory obejmuje
zarowno terapi¢ farmakologiczng jak i behawioralng. Dodatkowo czgsto stosowane sa
terapie dietetyczne oraz leczenie uzupelniajagce i alternatywne, takie jak fizjoterapia,
hipnoterapia, akupunktura czy suplementy ziolowe (Atkins i in., 2023; Tome i in., 2023).
W niektorych przypadkach (np. zaawansowane IBD) wymagane jest nawet zastosowanie
zabiegu chirurgicznego (Hwang i Varma, 2008). Z uwagi na zlozong etiologi¢ problemu,
istniejagce metody terapeutyczne nie prowadza do catkowitego wyleczenia choroby, co
skutkuje ograniczong skuteczno$cig i niepelnym zadowoleniem pacjentow. W zwigzku z
tym, istnieje intensywne dazenie do poszukiwania nowych opcji terapeutycznych (Mearin

1 Malfertheiner, 2017).

1.3.1. Wykorzystanie roslin leczniczych w terapii zaburzen czynnoSciowych

przewodu pokarmowego

Opisy procesow trawiennych, ich patologii oraz metod terapeutycznych znajduja swoje

odzwierciedlenie juz w tekstach starozytnych, takich jak egipski Papirus Ebersa (ok. 1550
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r. p.n.e.), Biblia, pisma tradycyjnej medycyny chinskiej i ajurwedy, a takze w dzietach
klasycznych medykow greckich i rzymskich (Srodka, 2003). Pomimo znacznego postepu
w medycynie, wspolczesne farmakopee oraz kompendia fitoterapeutyczne nadal
uwzgledniajg szeroki wachlarz ros$lin leczniczych stosowanych w terapii czynnosciowych
zaburzen przewodu pokarmowego (DGBI). Rosliny te moga stanowi¢ az 34% wszystkich
uwzglednionych w nich gatunkéw o wlasciwos$ciach terapeutycznych (Kelber i in., 2017).
Badania wskazuja, Ze bardzo wysoki odsetek pacjentdéw zmagajacych si¢ z funkcjonalnymi
zaburzeniami przewodu pokarmowego decyduje si¢ na korzystanie z alternatywnych metod
leczenia, takich jak fitoterapia, co §wiadczy o rosngcym zainteresowaniu naturalnymi
rozwigzaniami w leczeniu tego rodzaju schorzen (Babelghaith i in., 2024; Chiarioni i in.,
2017). W wielu krajach produkty lecznicze pochodzenia ro$linnego sg integralnym
elementem standardowego postgpowania terapeutycznego i s3 uwzglgdniane w krajowych
wytycznych dotyczacych leczenia (Holtmann i in., 2020). Wsrdd fitoterapeutykow oraz
ztozonych preparatow ziotlowych szczegdlng uwage zwracajg STW-5, rikkunshito, a takze
olejek z miety pieprzowej (Mentha x piperita), ktore naleza do najczesciej stosowanych w
terapii zaburzen przewodu pokarmowego (Gwee i in., 2020) (Tabela 4).

STW-5, powszechnie znany pod nazwg handlowg Iberogast®, jest szeroko stosowanym
preparatem roslinnym, uznawanym zaréwno przez pacjentow, jak i lekarzy w wielu krajach.
Sklada si¢ z dziewigciu wyciggdw roslinnych o zrdznicowanych wlasciwosciach
farmakologicznych. Preparat ten odgrywa istotng rol¢ w terapii funkcjonalnych zaburzen
przewodu pokarmowego dzigki wielokierunkowemu mechanizmowi dziatania.
Dowiedziono, ze STW-5 dziata bezposrednio na mig¢sniowke zotadka, dwunastnicy, jelita
czczego 1 okreznicy, powodujac efekt spazmolityczny lub toniczny, w zalezno$ci od
podstawowego napigcia mig$nia (Ammon i in., 2006). Poza tym preparat wykazuje
wlasciwos$ci przeciwzapalne w obrgbie przewodu pokarmowego (Khayyal i in., 2006;
Michael i in., 2009). Liczne badania naukowe potwierdzilty jego skutecznos$¢ i
bezpieczenstwo w leczeniu tych schorzen, co przyczynito si¢ do jego popularnosci w
praktyce klinicznej (Braden i in., 2009; Madisch i in., 2004; von Arnim i in., 2007).

Rikkunshito (RKT) to ziotowy preparat leczniczy, powszechnie stosowany w krajach
azjatyckich w tagodzeniu objawow Zotadkowo-jelitowych. Jest to ztozona formuta oparta
na o$miu surowych wyciaggach roslinnych, bedaca jedna z najpopularniejszych receptur
medycyny tradycyjnej, stosowana w lecznictwie od setek lat (Suzuki i in., 2014). Z uwagi
na ztozony sklad i zawarto$¢ wielu réznych substancji czynnych preparat wykazuje kilka

réznych mechanizmoéw dziatania. Jednym z tych mechanizmow jest poprawa funkcji



barierowej btony $luzowej przetyku poprzez hamowanie rozszerzania przestrzeni
migdzykomoérkowych (Kim i in., 2020). Oprocz tego RKT wykazuje dziatanie stymulujace
wydzielanie greliny i hamujace jej inaktywacje, co wptywa pobudzajaco na apetyt (Masuy
iin., 2019). W badaniu przeprowadzonym na zotadkach §winek morskich dowiedziono, ze
preparat wykazuje dziatanie zwigkszajace adaptacyjng zdolnos$¢ do relaksacji mig$niowki
(Hayakawa i in., 1999). Ponad to RKT charakteryzuje si¢ wysoka zdolnoscig do wigzania
soli zotciowych, co moze chroni¢ btong $luzowa przelyku przed uszkodzeniami
spowodowanymi ekspozycja na kwasy zotciowe. (Tominaga i Arakawa, 2015). Badania
sugeruja, ze Rikkunshito wykazuje dziatanie synergiczne poprzez zlozone interakcje
pomiedzy poszczeg6lnymi sktadnikami (Kitagawa i in., 2015).

Olejek migtowy, powszechnie znany ze swojego charakterystycznego zapachu i smaku,
od wiekow znajduje zastosowanie jako naturalny $rodek na rézne dolegliwosci, w tym
nudno$ci, niestrawnos¢ oraz bole gtowy (Kligler i Chaudhary, 2007). Jednym z efektow
dziatania olejku z migty pieprzowej (a doktadnie zawartego w nim mentolu) jest fagodzenie
bolu trzewnego (Adam i in., 2006; Liu i in., 2013). Oprocz tego olejek migtowy oraz jego
sktadniki  wykazuja wlasciwosci rozluzniajagce migsnie gladkie 1 dzialanie
przeciwskurczowe na dolny zwieracz przetyku, zotadek, dwunastnic¢ oraz jelito grube
(Scarpellini 1 in., 2023). Ponad to badania wskazuja, ze zawarte w olejku migtowym
sktadniki wykazuja dziatanie przeciwlgkowe i1 zmniejszajace zmeczenie psychiczne
(Silveira 1 in., 2014; Umezu, 2009), co moze by¢ bardzo przydatnym efektem w leczeniu
DGBIs.

Rosliny lecznicze odgrywaja istotna role w terapii zaburzen czynnosciowych przewodu
pokarmowego, oferujac skuteczne i1 stosunkowo bezpieczne rozwigzania terapeutyczne.
Kontynuacja badan nad mechanizmami dzialania i optymalnymi dawkami umozliwi lepsze
wykorzystanie ich potencjalu w praktyce klinicznej. Rozwdj preparatow roslinnych,
opartych na naukowych dowodach, moze przyczyni¢ si¢ do wzbogacenia arsenatu

terapeutycznego w leczeniu tych schorzen.
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Tabela 4. Przyktady lekow roslinnych i suplementéw diety stosowanych w zaburzeniach funkcjonowania

przewodu pokarmowego

Nazwa

STW-5 (Iberogast®)

Rikkunshito

36

Sktad Wskazania do zastosowania
- ubiorek gorzki (/beris - dyspepsja czynnosciowa
amara totalis recens) - zespot jelita drazliwego

- korzen arcydziggla (Allescher 1 Abdel-Aziz,
(Angelicae radix) 2017; Bayer, 2022)

- OWOc ostropestu
plamistego (Cardui mariae
fructus)

- ziele glistnika (Chelidonii
herba)

- korzen lukrecji (Liquiritiae
radix)

- kwiat rumianku
(Matricariae flos)

- 1i8¢ melisy (Melissae
folium)

- owoc kminku (Carvi
fructus)

- li§¢ miety pieprzowe;j
(Menthae piperitae folium)
(Ottillinger i in., 2012)

- ktacze atraktylodesu - dyspepsja czynnosciowa
chinskiego (Atractylodis - choroba refluksowa
lanceae rhizoma) przetyku

- korzen zen- - dyspepsja po chemioterapii
szenia (Ginseng radix) - dyspepsja po operacjach

- bulwa pinelli (Pinelliae przewodu pokarmowego
tuber) (Takeda i in., 2012)

- anoreksja (Saegusa i in.,

2015)



Olejek z migty pieprzowej

- sklerocjum porii
kokosowej (Poriae cocos
sclerotium)

- owoc glozyny pospolitej
(Zizyphi fructus)

- skérka pomaranczy
satsuma (Citri unshiu
pericarpium)

- korzen lukrecji
(Glycyrrhizae radix)

- ktacze imbiru (Zingiberis

rhizoma)

(Tominaga i Arakawa, 2015)

li$¢ migty pieprzowej

(Menthae piperitae folium)

- zapalenie blony $luzowe;j
zotadka

- atonia zotadka,

- gastroptoza

- bol brzucha 1 wymioty

(Yamada i in., 2021)

- choroby uktadu
pokarmowego, w tym
zaparcia lub biegunka
zwigzana z zespotem jelita
drazliwego, w celu
zmniejszenia ogolnych
objawow bolu 1 wzdeé
(Babelghaith i in., 2024)
- choroba wrzodowa

- dziatanie
przeciwskurczowe

- wzdecia

- dzialanie przeciw
peroksydacji lipidow

- leczenie otylosci

- dziatanie
przeciwnowotworowe

- dziatanie
przeciwcukrzycowe

- immunomodulacja
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- bole glowy
- zmniejszenie powiktan
zotadkowo-jelitowych
(Loolaie i in., 2017)
Dyspep - Intercell® - ekstrakt z karczocha - wspomaganie procesow
(Cynara cardunculus) trawienia
- ekstrakt z imbiru (Zingiber = - usprawnienie motoryki
officinale) przewodu pokarmowego
(Mito Pharma, b.d.)
Apetizer senior - ekstrakt z owocu anyzu - wspomaganie apetytu
(Pimpinella anisum) - utatwianie trawienia
- ekstrakt z migty pieprzowej - wzmaganie wydzielania
(Mentha * piperita) sokow trawiennych
- ekstrakt z korzenia cykorii = (Aflofarm Farmacja Polska
(Cichorium intybus) Sp. z 0.0., 2025)
- ekstrakt z owocu kopru

(Foeniculum vulgare)

Amol® - mentol (Mentholum) - niestrawnos$¢
- olejek cytronelowy - wzdgcia
(Citronellae aetheroleum) (Orifarm Healthcare Sp. z
- olejek gozdzikowy 0.0.,2024)
(Caryophylli floris
aetheroleum)

- olejek cynamonowy
(Cinnamomi zeylanici
corticis aetheroleum)

- olejek cytrynowy (Limonis
aetheroleum)

- olejek migty pieprzowe;j
(Menthae piperitae
aetheroleum)

- olejek lawendowy

(Lavandulae aetheroleum)
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1.4. Izolowane wycinki jelita Swini jako model badawczy

Sposréd modeli zwierzecych wykorzystywanych do badan funkcjonowania przewodu
pokarmowego przez wiele lat preferowane byly modele wykorzystujace gryzonie.
Zwigzane jest to ze spetlnianiem przez nie kryteriow takich jak niski koszt zakupu i
utrzymania, szybki rozréd czy szeroka dostgpno$¢ specyficznych odczynnikéw
laboratoryjnych przeznaczonych dla gryzoni. Liczne réznice (Tab. 5) w anatomii i fizjologii
pomiedzy gryzoniami, a czlowiekiem ograniczaja jednak ich zastosowanie jako
wiarygodny model w badaniach przedklinicznych zwigzanych z przewodem pokarmowym
(Kararli, 1995). Zjawisko to prowadzi do odnowienia zainteresowania modelami
badawczymi opartymi na gatunkach ssakéw innych niz gryzonie, ze szczegdlnym
uwzglednieniem duzych zwierzat (Gonzalez i1 in., 2015). Wséréd roéznych modeli
zwierzecych wykorzystywanych w badaniach nad przewodem pokarmowym, na
szczeg6lne zainteresowanie zastuguje §winia z uwagi na istnienie licznych analogii (Tab.
6) z anatomig i fizjologig ludzkiego przewodu pokarmowego (Rose i in., 2022). Z powodu
tych podobienstw model przewodu pokarmowego $wini jest wykorzystywany do wielu
rodzajow badan, w tym dotyczacych zaburzen czynno$ciowych przewodu pokarmowego
(Yin i in., 2017).

Zasadniczym podobienstwem migdzy $winig a czlowiekiem jest ich wszystkozerny
charakter, co oznacza zdolno$¢ obu gatunkéw do spozywania zaréwno pokarmow
ros§linnych, jak i zwierzecych. Wspotczynnik proporcji catkowitej dtugosci jelit do masy
ciala, osiggajacy wartos¢ okoto 0,1, jest obserwowany zaréwno u ludzi, jak i u $win.
Oznacza to, ze oba gatunki charakteryzuja si¢ zblizong dlugoscia wzgledna przewodu
pokarmowego (Hatton i in., 2015). U obu gatunkow, zaro6wno ludzi jak i $win, jelita cienkie
1 grube prezentuja podobne cechy makroskopowe. Ponadto, u obu gatunkéw obserwuje si¢
obecno$¢ tasm 1 wypuklen na przebiegu okreznicy, ktore tworza zblizone fizjologiczne i
anatomiczne $rodowisko dla komensalnych mikroorganizmoéw jelitowych (Rose i in.,
2022). Mikrobiota przewodu pokarmowego u $§win wykazuje az 96% podobienstwo w
szlakach funkcjonalnych z mikroflora ludzka (Xiao i in., 2016). Te podobienstwa
przyczyniaja si¢ do pordéwnywalnego czasu pasazu tresci pokarmowej oraz analogicznego
przebiegu procesow trawienia i wchtaniania.

Izolowane wycinki przewodu pokarmowego §win pozyskiwane od zwierzat rutynowo

poddawanych ubojowi, stanowia przydatny model eksperymentalny, ktory juz byt
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wykorzystywany w wielu badaniach majacych na celu ocene wptywu réznych substancji
na perystaltyke tych narzadow (Mendel i in., 2020; Metzler-Zebeli i in., 2022; Postuszny i
in., 2021). Model ten stanowi bardzo dobra alternatywg dla badan in vivo, przyczyniajac si¢
do ograniczenia cierpienia zwierzat, skrocenia czasu trwania eksperymentu oraz redukcji
kosztow zwigzanych z utrzymaniem zwierzat laboratoryjnych. Dodatkowo, perystaltyka w
obrebie tych wycinkdow jest reprezentatywna dla naturalnych proceséw, co pozwala na
precyzyjne badanie czynnikdéw wplywajacych na ruchy perystaltyczne. Bardzo istotnym
jest fakt licznych podobienstw pomigdzy anatomig i fizjologia uktadu pokarmowego
ludzkiego i $wini, co nadaje modelowi charakter translacyjny. W rezultacie, wykorzystanie
izolowanych wycinkow przewodu pokarmowego $win stanowi cenne narzedzie w
badaniach nad perystaltyka i moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw
regulujacych funkcje uktadu pokarmowego oraz do opracowania nowych terapii dla chorob

uktadu pokarmowego.



Tabela 5. Anatomiczne i fizjologiczne podobienstwa i réznice mi¢dzy uktadem pokarmowym cztowieka i

myszy - wady i zalety myszy jako modelu badawczego

Podobienstwa pomie¢dzy przewodem
pokarmowym czlowieka i myszy
Ogolna anatomia przewodu pokarmowego
(ztozony z tych samych organéw)

Taka sama budowa warstwowa $cian jelit

(Nguyen i in., 2015)

Zalety myszy jako modelu
doswiadczalnego

Niskie koszty utrzymania

Roznice pomi¢dzy przewodem
pokarmowym czlowieka i myszy

Sposob odzywiania odbiegajacy od
ludzkiego, dodatkowo koprofagia

Sredni stosunek dtugosci jelita cienkiego do
dhugosci okreznicy - 2,5 u myszy, 7 u ludzi
(Treuting i in., 2017)

Stosunek powierzchni jelita cienkiego do
okreznicy - 18 u myszy, 400 u ludzi
(Casteleyn i in., 2010)

Sktad ilosciowy mikroflory odbiegajacy od
ludzkiej - r6zna liczebno$¢ okreslonych
typow i1 gatunkoéw bakterii mimo podobnego
jako$ciowo sktadu (Krych i in., 2013)
Tylko ok. 4% genéw drobnoustrojow
jelitowych myszy wspdlnych w ludzkimi
(Xiao iin., 2015)

Zotadek podzielony na cze$é gruczotowy i
bezgruczotowa u myszy (Kararli, 1995)
Wyzsze pH Zotadka (ok. 3-4) u myszy w
poréwnaniu do ludzkiego

Mniej niz ludzki ztoZony jelitowy uktad
nerwowy u myszy (Timmermans i in., 2001)
Fermentacja u myszy zachodzaca w katnicy
(Rose 1 in., 2022)

Wady myszy jako modelu
doswiadczalnego

Dhugos$¢ zycia uniemozliwiajaca

prowadzenie dlugotrwatych badan
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Wysoka dostgpnos¢ niezbednych do badan  Narzady niewielkich rozmiarow

odczynnikow specyficznych dla gatunku

Obfitos¢ danych referencyjnych Najczgsciej brak manifestacji objawow
klinicznych takich jak u cztowieka (Zhang i
in., 2013)

Szybkie dojrzewanie

Latwa obstuga zwierzat

Tabela 6. Anatomiczne i fizjologiczne podobienstwa i réznice mi¢dzy uktadem pokarmowym cztowieka i

$wini - wady 1 zalety $wini jako modelu badawczego

Podobienstwa pomie¢dzy przewodem Roznice pomi¢dzy przewodem
pokarmowym czlowieka i Swini pokarmowym czlowieka i Swini
Wszystkozerno$¢ Silnie rozwinigte jelito $lepe u $wini

(Kararli, 1995)
Zblizona dhugos¢ wzgledna przewodu Brak wyrostka robaczkowego u $§wini
pokarmowego (Hatton i in., 2015) (Kararli, 1995)
Sktad mikroflory w 96% ten sam (Xiao i in., Obecno$¢ okre¢znicy spiralnej u §wini
2016) (Kararli, 1995)
Zoladek typu gruczotowego (Kararli, 1995)
Zblizone cechy makroskopowe jelit (Rose i
in., 2022)
Tasmy i wypuklenia na przebiegu okr¢znicy
(Rose 1 in., 2022)
Jelitowy uktad nerwowy poréwnywalny do
cztowieka (Timmermans i in., 2001)
Zblizony czas pasazu tresci (Graham i
Aman, 1987)
Okreznica gtéwnym miejscem fermentacji

(Rose 1 in., 2022)
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Zalety Swini jako modelu
doswiadczalnego

Dhugos$¢ zycia umozliwiajaca prowadzenie
dhugotrwatych badan

Duzy rozmiar narzadow

Dobrze poznane warunki hodowli

Podobna do ludzi reakcja na wiele rodzajow
lekow (Schelstraete i in., 2019)

Podobne jak u ludzi dawkowanie wielu
rodzajow lekéw, w tym doustnych (Walters

i Prather, 2013)

Wady Swini jako modelu
doswiadczalnego

Wysokie koszty utrzymania zwierzat

Konieczne zapewnienie duzej ilo§¢
przestrzeni oraz wzbogacenie Ssrodowiska
(ang. enrichment)

Mniej (w poréwnaniu do gryzoni)
dostepnych na rynku odczynnikow
specyficznych dla gatunku (Schaaf i
Gonzalez, 2022)

Dhuzszy niz u gryzoni cykl reprodukcyjny 1
pozniejsze osigganie dojrzatosci

Trudniejsza obstuga zwierzat z uwagi na ich

rozmiar
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2. Cele badan

Celami pracy byto:

44

Opracowanie metody pozyskiwania wyciagow 1 frakcji z kwiatow Cirsium palustre
r6znymi metodami ekstrakcyjnymi

Okreslenie profilu fitochemicznego poszczegdlnych wyciagdw i frakceji pozyskanych z
kwiatow Cirsium palustre

Ocena wptywu wyciagow, frakeji i gtownych flawonoidow pozyskanych z C. palustre
na spontaniczng aktywno$¢ motoryczng miesniowki okreznej i podtuznej jelita czczego
1 okreznicy $wini

Ocena wptywu wyciagow, frakeji i gtownych flawonoidow pozyskanych z C. palustre
na indukowang farmakologicznie aktywno$¢ motoryczng mig$niowki okreznej i

podhuznej jelita czczego 1 okreznicy $wini



3. Materialy i metody
3.1. Materialy
3.1.1. Zwierz¢ta

Materiat pobierano od dorostych, zdrowych w badaniu przed- i poubojowym §win, ktore
poddane byty rutynowemu ubojowi w zakladzie uboju zwierzat. Pobierany material stanowity:
fragment okreznicy wstgpujacej umiejscowiony zaraz za jelitem $lepym oraz fragment jelita
czczego umiejscowiony ok. Im za zgigciem dwunastniczo-czczym (Ryc. 2). Wycinki
obejmowaly fragment jelita wzdtuz jego przebiegu z zachowaniem petnej grubosci jego $ciany.
Fragmenty jelit byly pobierane starannie, mozliwie najszybciej po uboju $wini (w ciggu
maksymalnie okoto 15 minut). Kazdorazowo fragmenty jelit pobierane byly od co najmnie;j
pigciu roznych zwierzat. Pozyskane wycinki w celu transportu do laboratorium (max. 45 min),
zanurzano w schtodzonym (0-4°C) modyfikowanym roztworze Krebsa-Henseleita (M K-HS).

Zwierzgta nie byly zabijane na potrzeby tego badania.

COLOR

TARGE INTESTINE

cas ‘.@

SMALL- INTESTINB

Ryc. 2 Lokalizacja wycinkow jelit pobieranych do badan: A - okreznica, B - jelito czcze (Azzolin, 2021)
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3.1.2. Material roslinny

Do badan wykorzystano kwiaty ostrozenia btotnego C. palustre (Podlaskie, Polska;
GPS: 53°15'19.4 "N 23°27'57.3 "E). W celu potwierdzenia tozsamo$ci surowca zostala
przeprowadzona ocena morfologiczna materiatu roslinnego w oparciu o literatur¢ naukowa
(Broda i Mowszowicz, 1996). Zielnik Zaktadu Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, Polska, posiadat okaz wzorcowy (nr CP 06014). Material roslinny zostat

wysuszony natychmiast po zbiorze, w zacienionym, dobrze wentylowanym pomieszczeniu.

3.1.3. Odczynniki chemiczne i aparatura

Do przeprowadzenia procesu ekstrakcji wykorzystano metanol (MeOH) cz.d.a.
zakupiony w P.P.H. Stanlab (Lublin, Polska). Standaryzowany kwas 4-O-kawoilochinowy oraz
kwas 3,5-O-dikawoilochinowy, uzyte do analizy LC-PDA-HRMS zostaty zakupione od
Biokom (Janki, Polska). W doswiadczeniach wykorzystano wzorce flawonoidow: apigening
(API), 7-O-glukuronid apigeniny (A7GLC), luteoling (LUT), kwas 5-O-kawoilochinowy, 7-O-
glukozyd eriodykcjolu, 7-O-glukozyd luteoliny, 7-O-glukozyd izokemferydu, 7-O-(6"-
metyloglukuronid) apigeniny i kemferolu wczes$niej wyizolowane z lisci i kwiatéw C. palustre
i Arctium tomentosum w Zaktadzie Biologii i Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku (Nazaruk, 2009; Nazaruk i Galicka, 2014; Strawa i in., 2020).

Chrysoeriol (CHRY) zostal zakupiony w Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Woda
ultraczysta (UPW), stosowana jako faza ruchoma w analizie fitochemicznej metodg LC-PDA-
HRMS, zostata $§wiezo przygotowana przy uzyciu urzadzenia POLWATER DL3-100
(Labopol, Polska). W analogicznym celu wykorzystano acetonitryl Optima (klasa LC/MS),
zakupiony od firmy Fisher Scientific (Loughborough, Wielka Brytania). Kwas mrowkowy
(FA), stosowany jako dodatek do dwoch poprzednich sktadnikow, zostat zakupiony od firmy
Avantor (Gliwice, Polska).

Analiza LC-PDA-HRMS zostata przeprowadzona przy uzyciu systemu Agilent 1260
Infinity (Agilent, Santa Clara, CA, USA) wyposazonego w detektor fotodiodowy (PDA) oraz
spektrometr masowy 6230 MS/TOF ze zrodtem jonoéw typu elektrosprej (ESI) tej samej firmy.
Rozdzial chromatograficzny wykonano na kolumnie Kinetex XB-C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 um;
nr serii: 5605-0180) (Phenomenex, Torrance, CA, USA), zabezpieczonej przedkolumna

ochronng. Analiz¢ MS prowadzono w trybie jonizacji ujemnej. Parametry pracy obejmowaty:
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ci$nienie nebulizatora 60 psi, przeptyw gazu suszacego 11 I/min, temperatur¢ gazu 350°C oraz
napigcie kapilary 2,5 kV. Zakres analizy obejmowat przedziat od 100 do 3000 m/z.

Substancjami referencyjnymi zastosowanymi w doswiadczeniach byly chlorek
acetylocholiny (ACh) i1 dimetylosulfotlenek (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Flawonoidy oraz wszystkie wyciagi i1 frakcje C. palustre, z wyjatkiem ekstraktu wodnego,
rozpuszczono w DMSO, ktorego koncowe stezenie w badaniach nad motoryka nie przekraczato
0,5%. Wyciag wodny (CP3) rozpuszczony zostal w medium inkubacyjnym. W konteks$cie
analizy reakcji migsniowki gladkiej jelit, w eksperymencie wykorzystano chlorek
acetylocholiny (ACh) jako $rodek kurczliwy. Roztwér podstawowy ACh oraz jego szereg
kolejnych rozcienczen zostaly rozpuszczone w medium inkubacyjnym.

Medium inkubacyjnym wykorzystywanym podczas badan byt modyfikowany roztwor
Krebsa-Henseleita (M K-HS). Sktad buforu stanowia: NaCl -123,76 mM, KCI - 5 mM, CaCl,
-2,5mM, MgSO4- 1,156 mM, NaHCO:s - 14,5 mM, KH>PO4 - 2,75 mM oraz glukoza -12,5mM.
M K-HS wykorzystywany byt jako medium transportowe na czas przewozu probek z rzezni do
laboratorium. Byl wéwczas schlodzony do temperatury ok. 0-4°C. W trakcie inkubacji
wycinkow jelit oraz podczas trwania doswiadczenia temperatura buforu utrzymywana byta na
poziomie 38,5 °C. Przez cate doswiadczenie utrzymywano pH MK-HS na poziomie 7,35 -
7,45, poprzez ciagly doptyw karbogenu (95% O2 1 5% CO»).

W  cze$ci farmakologicznej badan, fragmenty jelit umieszczano w komorach
przeznaczonych do inkubacji i badania narzadéw izolowanych (Organ Schuler Bath, Hugo
Sachs Elektronik, Niemcy). Kazdy wycinek byl mocowany z jednej strony do metalowych
haczykow, a z drugiej do izometrycznego przetwornika sity (F30, typ 372, Hugo Sachs
Elektronik, Niemcy). Przetworniki te podtaczano do systemu rejestracji analogowo-cyfrowe;j
(PowerLab, ADInstruments, Australia) poprzez wzmacniacz mostkowy (DBA, typ 660, Hugo
Sachs Elektronik, Niemcy).

3.2. Metody
3.2.1. Przygotowanie surowych wyciagow (CP1-CP3) i frakcji (CP4-CP6)

Wysuszony i rozdrobniony materiat roslinny zostat wstgpnie oczyszczony w aparacie
Soxhleta, a nastepnie poddany wyczerpujacej ekstrakcji przy uzyciu metanolu (MeOH) oraz
50% roztworu metanolu (50% MeOH) stosujac ekstrakcj¢ pod chlodnicg zwrotng. Otrzymane
ekstrakty potaczono, a nastgpnie usuni¢to z nich pozostatosci rozpuszczalnikow organicznych

za pomocg destylacji pod zmniejszonym ci$nieniem.
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W kolejnym kroku pozostatos¢ zostata poddana liofilizacji. Nastgpnie przygotowany
roztwor wodny uzyskanego ekstraktu wykorzystano do frakcjonowania metoda ekstrakcji
ciecz-ciecz, stosujac rozpuszczalniki o stopniowo rosnacej polarnosci. W tym celu zastosowano
kolejno: eter dietylowy (Et2O, 100 ekstrakcji po 100 ml), octan etylu (EtOAc, 100 ekstrakcji
po 250 ml) oraz n-butanol (n-BuOH, 110 ekstrakcji po 250 ml). W przypadku kazdego
rozpuszczalnika, potaczone warstwy organiczne zostaty odparowane do sucha, zawieszone
w wodzie, zamrozone i zliofilizowane. Pozwolito to uzyskaé frakcj¢ eterowa (CP4), frakcje
octanowg (CP5) oraz frakcje butanolowa (CP6). Roéwnolegle przygotowano surowe ekstrakty
z kwiatdw ostrozenia. Kazdorazowo uzyto 30 g materialu roslinnego. Przeprowadzono
ekstrakcje wspomagang ultradzwigkami. Proces ten wykonano pigciokrotnie po 30 minut
w temperaturze 40°C, stosujac $wieza porcje 100 ml rozpuszczalnika. Ekstrakcje
przeprowadzono stosujac metanol, 50% metanol oraz wodg¢, co umozliwilo uzyskanie trzech
surowych ekstraktow, ktore zostaly poddane procesowi destylacji pod zmniejszonym
cisnieniem 1 liofilizacji. Ostatecznie uzyskano: ekstrakt metanolowy (CP1), ekstrakt
50% metanolowy (CP2) oraz ekstrakt wodny (CP3). Wydajno$¢ tych proceséw opisano
z podrozdziale 4.1.

3.2.2. Analiza fitochemiczna wyciagow i frakcji metoda LC-PDA-HRMS

W niniejszym badaniu, w celu rozdzielenia metabolitow, zastosowano wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowa (HPLC) potaczong z detekcja UV-Vis i wysokorozdzielczym
spektrometrem masowym MS-TOF. Warunki chromatograficzne oparto na wcze$niej
opublikowanej metodzie, wprowadzajac pewne modyfikacje (Strawa i in., 2022). Jako faze
ruchomg zastosowano wode ultra czysta (UPW) (A) oraz acetonitryl (B). Obie fazy
wzbogacono 0,1% kwasem mréwkowym. Zastosowano nast¢pujacy gradient elucyjny: 0-1,5
min - 5% B; 20 min - 20% B; 30 min - 22% B; 60 min - 55% B; a po 70 minutach gradient
osiggnat 75% B i utrzymano go przez 10 minut. Przeplyw przez kolumng wynosit 0,2 ml/min,
a temperatura w termostacie kolumn byla utrzymywana na poziomie 25 °C. Detektor
fotodiodowy rejestrowal widma w zakresie dlugosci fal od 190 do 600 nm oraz chromatogramy
UV-Vis przy dlugosciach fal 280, 340 i 360 nm, odpowiadajacych charakterystycznym
maksimom absorpcji polifenoli, flawonow i flawonoli. Analiz¢ MS prowadzono w trybie
jonizacji ujemnej. Identyfikacje zwigzkow przeprowadzono na podstawie poréwnania czasow
retencji oraz widm UV 1 MS z substancjami wzorcowymi oraz danymi dost¢epnymi

w literaturze.
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3.2.3. Pobranie i preparacja wycinkow jelit

W laboratorium Zakladu Farmakologii i1 Toksykologii Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej] SGGW, fragmenty jelit, ktore w tym momencie miaty jeszcze ksztalt rurki,
rozcieto wzdhuz nozyczkami i1 przypigto do styropianowej podktadki w celu podzielenia
ostrzem skalpela na mniejsze, cienkie, ptaskie paski o ksztalcie prostokata (5 x 15 mm)
rownolegle do wtokien migsniowych, zarowno podtuznych, jak i okrgznych. W ten sposéb
uzyskano wyniki jelita czczego i okrgznicy pozwalajace na oceng aktywnosci odpowiednio
mig$niowki podtuznej i okreznej. Do doswiadczen wykorzystano jedynie odcinki jelit bez
widocznych makroskopowo patologicznych zmian na btonie §luzowej, podsluzéwkowej,

mig$niowej i przydance

Ryc. 3 Wycinek jelita czczego Swini na styropianowej podkladce swiezo po wypreparowaniu

3.2.4. Rejestracja aktywnosci motorycznej mi¢sniowki gladkiej wycinkow

Po wypreparowaniu kazdy wycinek mig$nidéwki niezwlocznie umieszczano w osobnej
komorze do inkubacji i badania narzagdow izolowanych wypetnionej 5 ml modyfikowanego
roztworu Krebsa-Henseleita (M K-HS). Temperatur¢ w komorach utrzymywano na poziomie
38,5°C, ze stalym dostgpem karbogenu (95% O2 1 5% CO2) w celu utrzymania wystarczajacego
doptywu tlenu dla inkubowanych tkanek i utrzymania statej wartosci pH buforu. Wycinki
mocowano z jednej strony do metalowych haczykow, a z drugiej do izometrycznego

przetwornika sily. Do$wiadczenia przeprowadzono w warunkach izometrycznych pod
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obcigzeniem 0,01 N, tj. odpowiadajacym wielko$ci probek. Przetworniki sity izometrycznej
podtaczono do analogowo-cyfrowego zestawu rejestracyjnego za pomocg wzmacniacza
mostkowego. Nastepnie zapisywano aktywno$¢ motoryczng izolowanych wycinkéw jelita

czczego za pomocg programu Chart v 7.0. Obliczenia na uzyskanych danych przeprowadzono

przy uzyciu programu LabChart Reader 8.1.30, a nast¢pnie poddano analizie statystyczne;.

Ryc. 4 Ryc. 5
Zestaw do badania aktywnoSci motorycznej Zblizenie na wycinek jelita zawieszony w
miesni  gladkich  izolowanych  narzqdow komorze wypelnionej M K-HS

(Schuler Organ  Bath, HSE, Harvard
Apparatus, Niemcy)

3.2.5. Przebieg doswiadczen
3.2.5.1. Preinkubacja

Po umieszczeniu w komorach wycinki jelit poddawane byly ok. 65-minutowej
preinkubacji w celu adaptacji tkanek do warunkow in vitro 1 stabilizacji aktywnosci
spontanicznej mig$nidowki. Przez pierwsze 45 minut wycinki zawieszone byly w sposob nie
powodujacy ich naprezenia. W tym czasie komory co 15 minut przeplukiwano $wiezym,
cieplym M K-HS oraz uwaznie monitorowano spontaniczng kurczliwo$¢ migsniowki gladkiej
wycinkow. Nastepnie na tkanki ostroznie zastosowano napigcie 0,005 N, a po 15-minutowe;j
przerwie napigcie zwickszono do 0,01 N. Gdy spontaniczna praca migsnidwki gladkiej ulegta

stabilizacji do kazdej z komor przy uzyciu szklanej strzykawki mikrolitrowej (Hamilton
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Company, USA) zaaplikowano acetylocholing (ACh) w stezeniu 10 pM. Po 3 minutach komory
przeplukano §wiezym, cieptym M K-HS, a po stabilizacji kurczliwosci spontanicznej ponownie
dodano ACh w stezeniu 10 pM. Jedynie wycinki, ktére wyraznie i powtarzalnie zareagowaly
na podwodjne podanie referencyjnej substancji kurczliwej (ACh) oraz wykazywaty zauwazalna,

miarowg aktywno$¢ spontaniczng, zostaty zakwalifikowane do dalszych etapéw eksperymentu.

3.2.5.2. Ocena wplywu wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na
aktywnos¢ motoryczna mi¢sniowki okreznej i podluzne;j jelita czczego i

okreznicy Swini

Kazde do$wiadczenie poprzedzone byto ok. 65-minutowa preinkubacja, ktorej przebieg
opisany jest w paragrafie 3.2.5.1. Po ustabilizowaniu si¢ spontanicznej aktywno$ci w kazdej
komorze zawierajacej zawieszony wycinek, zastosowano DMSO (0,5%), a po 3 minutach
ponownie dodano ACh (10 uM). Reakcje na DMSO oraz ACh + DMSO zostaty wykorzystane
jako odpowiedz kontrolna do oceny wpltywu flawonoidow oraz wyciggow 1 frakcji
na odpowiednio spontaniczng i indukowang kurczliwo$¢ migsni gtadkich jelit. W przypadku
surowego wyciggu wodnego (CP3) rolg substancji referencyjnej, zamiast DMSO, odgrywat
M K-HS - reakcja na ten roztwor byla wykorzystywana jako kontrolna. Po ustabilizowaniu
si¢ aktywnos$ci spontanicznej, wyciagi/frakcje (oznaczone jako CP1-CP6) zostaly stosowane
w sposob niekumulacyjny w zakresie stezen od 0,00001 do 0,1 mg/ml. Po uptywie 5 minut
wstepnej inkubacji w obecnosci badanego wyciagu/frakcji, podawano do komory inkubacyjne;j
ACh (10 uM). Przed zastosowaniem kolejnego stgzenia badanej substancji, przeprowadzono
doktadne ptukanie $wiezym buforem M K-H. Na zakonczenie eksperymentu zastosowano
ACh (10 uM) w celu oceny reaktywnosci preparatow. Kazdy ekstrakt/frakcje pochodzacy
z C. palustre poddano badaniom na co najmniej pigciu odcinkach okreznicy i jelita czczego,
pochodzacych od co najmniej pieciu réznych osobnikéw. Schemat do§wiadczenia jest

zaprezentowany na Ryc. 6.
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ACh ACh DMSO (0.5%) ACh cP ACh cP ACh ACh
10 yM 10 uM 10 uM 10 pM 0,00001 mg/ml 10 uM 0,1 mg/ml 10 uM 10 uM

| |

v

PREINKUBACJA FLUSH FLUSH FLUSH FLUSH FLUSH
~ 65 min M K-HS M K-HS M K-HS M K-HS M K-HS

Ryc. 6 Schemat doswiadczenia majgcego na celu oceng wplywu wyciggu/frakcji z C. palustre na aktywnosé
motoryczng miesniowki gladkiej jelita swini

ACh - acetylocholina
CP - wyciag/frakcja z C. palustre
FLUSH - ptukanie $wiezym M K-HS

3.2.5.3. Ocena wplywu glownych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na
aktywnos¢ motoryczna mi¢sniowki okreznej i podluznej jelita czczego i

okreznicy Swini

W kolejnej serii eksperymentéw przeprowadzono analiz¢ wpltywu gldwnych
flawonoidow obecnych w C. palustre na motoryke jelita czczego i okreznicy u S$win.
Flawonoidy wybrane do do$wiadczenia to: apigenina (API), luteolina (LUT), chrysoeriol
(CHRY) i1 7-O-glukuronid apigeniny. Kazde do$wiadczenie rozpoczynano zawsze od ok. 65-
minutowej wstepnej inkubacji w M K-HS, po ktorej nastgpowalo dodanie substancji
referencyjnych w celu sprawdzenia reaktywno$ci wycinkéw, a nast¢gpnie podanie DMSO
(0,5%) (zgodnie z opisem przedstawionym w sekcji 3.2.5.2). Wilasciwa cze$¢ doswiadczenia
polegata na podawaniu flawonoidow w dawkach: 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 i 100 uM. Po
zastosowaniu kazdej dawki nastgpowato ok. 5-minutowa obserwacja i rejestracja aktywnosci
motorycznej wycinkéw, a nastgpnie podanie ACh (10uM). Po uplywie 3 minut komory
przeplukiwano $wiezym M K-H, a po stabilizacji pracy mig¢$niowki przystepowano do badania
wplywu kolejnego stezenia. Kazdy z analizowanych flawonoidoéw zostal przetestowany na co
najmniej pieciu fragmentach okreznicy i jelita czczego, pochodzacych od co najmniej pieciu

r6znych zwierzat.
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ACh ACh DMSO (0.5%) ACh flawonoid ACh flawonoid ACh ACh
10 yM 10 uM 10 uM 10 M 0.001 pM 10 uM 100 uM 10 uM 10 uM

| |

v

PREINKUBACJA FLUSH FLUSH FLUSH FLUSH FLUSH
~ 65 min M K-HS M K-HS M K-HS M K-HS M K-HS

Ryc. 7 Schemat doswiadczenia majgcego na celu oceng wplywu flawonoidow na aktywnosé¢ motoryczng
migsniowki gladkiej jelita Swini

ACh - acetylocholina
FLUSH - ptukanie $wiezym M K-HS

3.2.6. Analiza i prezentacja wynikow

Przez caty czas trwania eksperymentu reaktywnos¢ migsni gladkich jelit byla rejestrowana
jako wynik zmiany napigcia wycinkoéw. Reakcje wywotane przez DMSO (0,5%), M K-HS
(w przypadku CP3) i ACh (10 uM) okreslono jako 100% i wykorzystano jako reakcje
kontrolne. Dziatanie wszystkich badanych flawonoidow, wyciagéw 1 frakcji oparto
na zmianach napig¢cia migsni gladkich mierzonych 5 minut przed i 5 minut po zastosowaniu
dowolnej substancji i obliczonych jako pole pod krzywa (AUC). Wszystkie wyniki sa wyrazone
jako procent odpowiedzi kontrolnej, tj. odpowiedzi migsniowki na podanie DMSO (0,5%),
(M K-HS w przypadku CP3) oraz ACh (10 uM). Ostateczne wyniki przedstawiono jako $rednie
warto$ci eksperymentéw przeprowadzonych niezaleznie dla wycinkéw od pigciu réznych
zwierzat. Jednoczynnikowg analize¢ wariancji (ANOVA) przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowania TIBCO StatSoft, Inc. (2019), STATISTICA (system oprogramowania
do analizy danych) w wersji 13.3, www.statsoft.com. Test Dunnetta zostat uzyty do poréwnania
parami przy uzyciu efektu DMSO (0,5%) lub ACh (10 uM) rozpuszczonego w DMSO (0,5%)

jako odniesienia. Warto$¢ p < 0,05 uznano za istotng.
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4. Wyniki
4.1. Otrzymywanie ekstraktow

Z uprzednio oczyszczonych kwiatostanéw Cirsium palustre (120 g suchej masy (s.m.))
pozyskano surowy ekstrakt metanolowy, ktéry po odparowaniu i liofilizacji poddano
frakcjonowaniu metoda ciecz-ciecz. W procesie frakcjonowania uzyskano 0,79 g frakcji
eterowej (CP4), 1,8 g frakcji octanowej (CP5) oraz 4,41 g frakcji n-butanolowej (CP6), co
stanowilo odpowiednio 0,66%, 1,5% oraz 3,68% suchej masy surowca. Catkowita wydajno$¢
procesu ekstrakcji wyniosta wiec ok. 5,8%.

Niezaleznie 30 g suchego materialu poddano ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami
otrzymujac trzy surowe wyciagi: metanolowy (CP1), 50% metanolowy (CP2) oraz wodny
(CP3). Po liofilizacji ich masy wynosity odpowiednio: 3,92 g, 5,9 g oraz 6 g co stanowito
13,1%, 19,7% oraz 20% catkowitej suchej masy surowca (Tabela 7).

Tabela 7. Wydajno$¢ pozyskiwania wyciagow i frakcji z kwiatostanow C. palustre

Wyciag/frakcja Masa surowca [g] Uzysk [g] Wydajnos¢ [Y%
s.m.]

Ekstrakcja wspomagana ultradzwi¢kami

CP1 30 3,92 13,1
CP2 30 5,90 19,7
CP3 30 6,00 20,0
Ekstrakcja klasyczna + frakcjonowanie ciecz-ciecz

CP4 120 0,79 0,66
CP5 120 1,80 1,50
CP6 120 4,41 3,68

4.2. Profilowanie

Do analizy jako$ciowej metabolitow wtornych badanych ekstraktoéw (CP1-3) i frakeji (CP4-
6) uzyto danych doswiadczalnych jak wartosci czaséw retencji, widma UV-Vis oraz widma
wysokorozdzielcze MS. Analiz¢ uzupetniono o pozyskane z uZyciem oprogramowania
MassHunter wzory sumaryczne i otrzymane na ich podstawie réznice wyrazone wielko$cia

bltedu (A [ppm]). Ostateczne przypisanie prawdopodobnych tozsamosci zwigzkéw lub
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wskazanie metabolitow wykonano uwzgledniajac dane doswiadczalne z analiz substancji
wzorcowych (s) oraz dane literaturowe. W metanolowym ekstrakcie z kwiatow ostrozenia
bagiennego Cirsium palustre (CP1) zidentyfikowano szereg zwigzkow nalezacych do grupy
polifenoli. W poczatkowych minutach analizy (Rt < 10 min) eluowaty zwiagzki o charakterze
polarnym, w tym dominujaca pochodna kwasow organicznych (1). Zwiazki o charakterze
$redniopolarnym (Rt 10 - 30 min) reprezentowaly pochodne kwasu kawowego, gtéwnie kwas
chlorogenowy (kwas 5-O-kawoilochinowy, 6) i1 jego izomery (7, 8, 9), a takze pochodne
flawonoidowe, wsrod ktorych dominuje 7-O-glukuronid apigeniny (A7GLC; 25). Nastepnie
eluowaly zwigzki o charakterze niepolarnym i wysokiej sile retencji do fazy stacjonarnej
(Rt > 30 min). Zaobserwowano obecno$¢ flawonoidow w formie wolnej oraz ich
metylowanych pochodnych. Do gtéwnych zwigzkow naleza apigenina (API; 34), kemferol (35)
oraz chrysoeriol (CHRY; 36). Jako ostatni eluowat zwigzek oznaczony numerem 37, ktorego
przy dostepnych metodach nie udato si¢ jednoznacznie zidentyfikowac.

Podobnie jak w przypadku CPI, analiza skladu surowego 50% wyciaggu metanolowego
(CP2), wykazata obecno$¢ pochodnej kwasdéw organicznych (1), obecno$¢ kwasu 5-O-
kawoilochinowego (6) oraz 7-O-glukuronidu apigeniny (A7GLC). Nastepnie mozna
zaobserwowac¢ aglikony flawonoidowe - apigening (API; 34), kemferol (35) oraz chrysoeriol
(CHRY; 36) oraz nieznany zwigzek oznaczony numerem 37.

Analiza surowego wyciggu wodnego (CP3), zarejestrowanego przy dtugosci fali 280 nm,
ujawnia ztozony sktad, z przewaga estrow kwasu chinowego oraz flawonoidéw. W przypadku
CP3 réwniez obserwujemy pochodne kwasdéw organicznych (1) oraz zwigzki 2 (pochodne
kwaséw fenolowych) i 4 (kwas 3-O-kawoilochinowy). Nastepnie obserwujemy izomery kwasu
kawoilochinowego - kwas 5-O-kawoilochinowy (6) oraz kwas 4-O-kawoilochinowy (7).
Zwracaja rowniez uwage zwiazki 19-22  odpowiadajace  pochodnym  kwasu
dikawoilochinowego, skoncentrowane w charakterystycznym klastrze migdzy Rt = 26,58 min,
a Rt =26,92 min. Ponadto zaobserwowano obecno$¢ glukuronidu 7-O-apigeniny (A7GLC; 25)
oraz aglikony takie jak apigenina (API; 34) czy chrysoeriol (CHRY; 36).

Profil fitochemiczny frakcji eterowej (CP4) z kwiatow C. palustre ujawnia dominacje
pochodnych kwasu dikawoilochinowego oraz aglikondw flawonoidowych. Poczatkowo
obserwujemy (Rt < 10 min) nieliczne, mato intensywne sygnaty, m.in. odpowiadajace
pochodnym kwaséw fenolowych (2). Nastgpnie (Rt 10-30 min) izomery kwasu
dikawoilochinowego (21, 22). Pod koniec analizy eluuje (Rt > 30 min) szereg
zwigzkow odpowiadajagcych aglikonom: luteolinie (LUT; 33), apigeninie (API; 34),
kemferolowi (35) oraz chrysoeriolowi (CHRY; 36).
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Analiza chromatograficzna frakcji octanowej (CP5) wskazuje na obecno$¢ licznych
metabolitow wtornych o zréznicowanej polarnosci, w tym pochodnych kwasu chinowego oraz
flawonoidow w formie glukuronidéw i niezwigzanej. Obserwujemy nieznaczng reprezentacje
zwigzkow skrajnie polarnych. Kolejne eluujg kwas 5-O-kawoilochinowy (6) oraz glukuronid
7-O-apigeniny (A7GLC; 25), szereg koniugowanych flawonéw (15-17; 23) oraz pochodne
kwasu dikawoilochinowego (21, 22). Ostatni zarejestrowany eluuje zwigzek oznaczony
numerem 37.

Wyniki analizy dla frakcji n-butanolowej (CP6) z kwiatostanoéw ostrozenia blotnego
ujawniaja obecno$¢ zwiazkéw o wysokiej polarnosci z dominacjg pochodnych kwasu
chinowego oraz pochodnych glukuronidowych flawonow. Podobnie jak w przypadki CP1-CP3
w poczatkowym zakresie czasu retencji analizy (Rt <10 min) dominuja pochodne kwaséw
organicznych (1, Rt = 2,29) jak réwniez sygnat odpowiadajacy pochodnym kwaséw
fenolowych (3). W zakresie Rt 10 - 30 min obecne sg sygnaly odpowiadajace kwasowi 5-O-
kawoilochinowemu (6), glukuronidowi 7-O-apigeniny (A7GLC; 25) oraz glikozydom
flawonoidowym (17, 28, 30).
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Tabela 8. Najwazniejsze zwiazki zidentyfikowane metoda LC-PDA-HRMS w wyciagach i frakcjach pozyskanych z kwiatostanow C. palustre

Rt Widma UV [A max Obserwowany A Fragmentacja . Obecnos¢ w wyciagu/frakcji
Nr . . Wzor Nazwa zwiagzku
[min] nm] jon#A [ppm]® ¢ CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6
pochodne kwasow
1 229 248,270,345 191.01957 -0.65 CeHsO7 191 X X X X
organicznych F
pochodne kwasow
2 7.23 260,295 153.02000 3,66 C/HeOs 153 X X
fenolowych
pochodne kwasow
3 813 280 315.10854 1.22 CisH200s 203, 315 X
fenolowych
245sh, 295sh,
4 105 125 353.08918 3.85 CisH1s09 353, 134 kwas 3-O-kawoilochinowy ® X X
pochodne kwasow
5 1239 270 443.19227 0.66 C21H32010 215, 443 X
fenolowych
245sh, 295sh,
6 1432 125 353.08833 L.5 CisHi1sO9 353, 191 kwas 5-O-kawoilochinowy 5 x X X X X X
245sh, 295sh, kwas 4-O-kawoilochinowy
7 1532 353.08930 4.14 CisH1sO9 353,179 X X X X X X
325 SR
kwas 5-O-p-
8 17.04 290,312 337.09462 3.33 CisHi1sOs 337, 191 o X X X
kumaroilochinowy ®
9 17.66 265,345 623.12809 4.21 C27H23017 284,447,623 pochodna flawonu * X X X
10 19.72 264,343 607.13046 3.76 C27H28016 607 nieznany X X X
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11

12

13

14
15
16

17

18

19

20

21

22

23

20.57

21.55

22.74

22.82
22.63
23.67

24.39

26.49

26.58

26.67

26.72

26.92

27.18

245sh, 295sh,
327
255, 282, 344

283, 335

283, 335
255, 267sh, 348
255, 267sh, 348

255, 267sh, 342

264, 347

246, 296, 327

246, 296, 327

246, 296, 327

246, 296, 327

266, 336

367.10349

463.08820

449.11088

449.10894
447.09329
447.09329

461.07255

491.08311

515.12266

515.12240

515.11950

515.12212

431.10043

4.62

3.62

4.64

4.32
4.57
4.57

6.55

5.73

5.05

6.03

5.09

5.31

4.79

C17H1909

C21H20012

Co1H2201

Co1H2201
Co1H22011
Co1H2201

Co1H15012

C2oH20013

CosH24012

CosH24012

CasH24012

CasH24012

C21H20010

367,179, 135 kwas 4-O-feruloilochinowy ®

300, 463
287, 449

287, 449
283, 447
283, 447

285, 461

315, 447

191, 353, 515

191, 353, 515

191, 353, 515

191, 353, 515

268, 431

O-heksoz flawonuf
1izomer O-heksoz

eriodykcjolu F

7-0O-glukozyd eriodykcjolu S

7-O-glukozyd luteoliny 5

izomer O-heksoz luteoliny *

pochodne flawonu O-
uronidu ¥
4’-0-glukozyd
cirsymarytyny F
3,4-0O- kwas
dikawoilochinowy ¥
3,5-0- kwas
dikawoilochinowy 5
izomer kwasu
dikawoilochinowego *
izomer kwasu
dikawoilochinowego *

izomer O-heksoz flawonu ¥
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24 27.68 250, 295sh, 327 631.13046 3.25 C2H28016 191, 353,631 pochodne kwasu chinowego X
7-0-glc apigeniny (A7GLC)

25 29.14 266, 336 445.07763 3.98 C2iHisO11 269, 445 s X X X X X X
245sh, 295sh, 1izomer kwasu
26 29.79 515.11950 4.63 CasH24012 515 X X
325 dikawoilochinowego ¥
27 30.82 266,350 461.10894 3.86 Ca2H22011 283, 461 7-0-glu izokemferydu X X X
28 31.12 274,334 475.08907 2.34 CoH20012 283,299,475 7-O-glc izokemferydu F X X X X X
29 31.25 264,340 431.10021 4.52 C21H20010 284, 431 pochodne flawonu X X X
pochodne O-heksoz flawonu
30 33.67 274,334 475.08820 1.84 CaoHooO12 255,299,475 X X X X X
31 37.36 268,325 593.13006 4.62 C30H26013 593 nieznany X X
7-0O-(6"-O-metylo)-glc
32 384 268,336 459.09329 4.8 C22H20011 269, 459 o X
apigeniny 5
33 38.48 268, 345 285.04046 3.48 CisH1006 285 luteolina (LUT)S X
34 4424 268,290sh,338 269.04609 2.03 CisH100s 269 apigenina (API) X X X X
35 44.67 266,29sh,358  285.04178 4.39 CisH1006 285 kemferol® X X X
36 45.69 266,293sh,350 299.05697 2.89 CisH1206 299 chrysoeriol (CHRY)® X X X X
37 46.56 295,308 785.35848 -1.41  CsgHss017 545, 665,785 nieznany X X X X

4. doktadna masa jonu [M-H] ; B - btad roznicy w masie zaobserwowanej i teoretycznej; © - fragmentacja w jonizacji negatywnej; sh - warto$¢ na stoku piku; pogrubienie - jon
0 najwyzszej intensywnosci lub warto$¢ najintensywniejsza; glu - glukoza; glc - glukuronid; heksoz - heksozyd; F - predykcja na podstawie widm UV-Vis i MS; S - substancja
wzorcowa; ® - identyfikacja wedtug zrodta Clifford i in., 2003
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4.3. Wplyw wyciagow, frakcji oraz flawonoidow C. palustre na motoryke jelit

4.3.1. Wplyw wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na aktywnos¢

spontaniczna mieSniowki podluznej jelita czczego

Spontaniczna aktywno$¢ skurczowa mig$niowki jelit w odpowiedzi na badane
wyciagi byla kazdorazowo poréwnywana z reakcja kontrolng, uwzgl¢dniajaca jedynie
obecno$¢ odpowiedniego rozpuszczalnika. W przypadku wyciagu wodnego (CP3)
zastosowano modyfikowany roztwér Krebsa-Henseleita (M K-HS), natomiast dla
pozostatych ~ wyciggdéw,  frakcji  oraz  izolowanych  flawonoidéw  uzyto
dimetylosulfotlenku (DMSO). Nie zaobserwowano, aby ktérykolwiek z zastosowanych
rozpuszczalnikdw wptywat na kurczliwo$¢ migsniowki jelit.

Wszystkie badane wyciagi 1 frakcje wywieraly istotny statystycznie wplyw na
spontaniczng aktywno$¢ skurczowa warstwy podtuznej migsniowki gladkiej jelita
czczego w sposob zalezny od dawki. W przypadku wyciaggow metanolowego (CP1) i
wodnego (CP3) obserwowano efekt miorelaksacyjny, natomiast ekstrakt 50%
metanolowy (CP2) oraz frakcje eterowa (CP4), octanowa (CP5) i n-butanolowa (CP6)
powodowaty nasilenie kurczliwo$ci migéni w bardzo pordéwnywalnym stopniu (Ryc. 9 i
Ryc. 10). Wyciag CP1 wykazywat efekt spazmolityczny w zakresie dawek od 0,0001 do
0,1 mg/ml. Efekt byt zalezny od dawki i wynosit od 83,45 + 2,43% do 52,96 + 5,36% w
poréwnaniu do reakcji kontrolnej na DMSO (0,5%) odpowiednio dla st¢zen 0,0001 1 0,1
mg/ml (Ryc. 9). Pobudzajace kurczliwos¢ mig$niowki dziatanie CP2 rozpoczynato si¢
przy zastosowaniu dawki 0,0005 mg/ml osiggajac 119,09+ 3,61% reakcji kontrolne;.
Najsilniejszy efekt zmierzono po podaniu dawki 0,1 mg/ml, a odpowiedZ wyniosta
wowcezas 151,12+ 5,22% odpowiedzi na kontrolne podanie rozpuszczalnika (Ryc. 9).
Wyciag CP3 wykazywal dziatanie dwufazowe, tj. w stezeniu 0,0001 mg/ml powodowat
pobudzenie aktywnoS$ci spontanicznej mig$nidwki podtuznej jelita czczego (119,99+
10,50% reakcji kontrolnej), natomiast w wyzszych stezeniach hamowat kurczliwos¢.
Efekt miorelaksacyjny uzyskano w najnizszej zastosowanej dawce wynoszacej 0,05
mg/ml (80,30 5,83% odpowiedzi na DMSO). Dawka 0,1 mg/ml powodowata obnizenie
kurczliwos$ci migsniowki w stopniu wynoszacym 51,51+ 5,56% kontroli (Ryc. 9). Frakcja
CP4 powodowala zalezny od dawki wzrost kurczliwos$ci podtuznej mig$niowki gladkiej
w zakresie stezen 0,0001 - 0,1 mg/ml. Najsilniejszy efekt, stanowiagcy 154,00+ 4,62%
reakcji kontrolnej, osiggnigto przy zastosowaniu dawki 0,Img/ml (Ryc. 10). Dodanie

frakcji CP5 rowniez powodowalo nasilenie kurczliwo$ci migsniowki w sposob zalezny
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od dawki. Reakcja miescita si¢ w zakresie od 109,38 +5,65% do 151,78 +4,00% wartosci
kontrolnej przy zastosowaniu odpowiednio 0,00005 i 0,1 mg/ml (Ryc. 10). CP6,
podobnie jak pozostale frakcje, nasilala spontaniczng kurczliwo$¢ mies$ni gladkich
warstwy podluznej jelita czczego $wini. Najnizszym znaczaco zmieniajagcym aktywno$¢
stezeniem byto 0,0001 mg/ml (123,08 + 7,03% reakcji na DMSO). Przy zastosowaniu
najwyzszej badanej dawki (0,1 mg/ml) uzyskano odpowiedz wynoszaca 154,23 + 8,97%
odpowiedzi kontrolnej (Ryc. 10).
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Ryc. 9 Wplyw wyciggu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2) i wyciggu wodnego (CP3)
C. palustre na spontaniczng aktywnos¢ podiuznej warstwy migsni gladkich jelita czczego Swini in vitro.
Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako sredniq z 5
niezaleznych eksperymentow (£S8D); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%,).
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Ryc. 10 Wplyw frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5) i frakcji n-butanolowej (CP6) C. palustre
na spontaniczng aktywno$¢ podluznej warstwy migsni gladkich jelita czczego $§wini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako $rednig z 5 niezaleznych
eksperymentow (£SD); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%).

4.3.2. Wplyw wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na aktywnos¢

spontaniczna mieSniowki okreznej jelita czczego

Sposrod wszystkich badanych wyciagdéw i1 frakeji uzyskanych z C. palustre jedynie
wycigg metanolowy (CP1) wykazywal dzialanie hamujace spontaniczng aktywno$¢
motoryczng warstwy okrgznej migsniowki gladkiej jelita czczego. Pozostale wyciagi i
frakcje wykazywaty natomiast efekt prokinetyczny, zalezny od dawki (Ryc. 11 1 Ryc.
12). Dziatanie rozkurczowe CP1 obserwowano w zakresie stezen od 0,0001 mg/ml do
0,1 mg/ml, przy czym efekt ten byt zalezny od dawki. Redukcja aktywnos$ci skurczowej
wynosita od 88,09 + 6,00% (dla 0,0001 mg/ml) do 66,76 + 1,19% (dla 0,1 mg/ml) w
odniesieniu do reakcji kontrolnej na DMSO (0,5%) (Ryc. 11). Wyciag 50% metanolowy
(CP2) wykazywat dziatanie pobudzajace kurczliwo$¢ juz od najnizszego testowanego
stezenia (0,0001 mg/ml), zwigkszajac kurczliwos¢ do 110,74 + 2,72% wartos$ci
kontrolnej. Najsilniejszy efekt zaobserwowano przy podaniu ekstraktu w stezeniu 0,1
mg/ml, kiedy to odpowiedz osiagneta 147,38 + 10,24% wartosci kontrolnej (Ryc. 11).
Podanie wyciaggu wodnego (CP3) roéwniez doprowadzato do nasilenia aktywnos$ci
motorycznej migsniowki okreznej jelita czczego $wini, a obserwowany efekt byt zalezny
od zastosowanej dawki. Najnizsze stezenie wywotujace istotng zmian¢ w spontanicznej

kurczliwosci wynosito 0,0005 mg/ml, a odpowiedz skurczowa mie$cita si¢ w zakresie od

63



119,29 + 4,97% (dla 0,0005 mg/ml) do 171,54 + 1,61% (dla 0,1 mg/ml) w odniesieniu
do kontroli (Ryc. 11). Frakcja eterowa (CP4) nasilata kurczliwo$¢ w zakresie st¢zen
0,0001-0,1 mg/ml, wzmacniajac aktywnos$¢ skurczowa od 115,30 + 9,58% do 144,36 +
9,47% w porownaniu do warto$ci kontrolnej (Ryc. 12). Podobnie frakcja octanowa (CP5)
intensyfikowata kurczliwos¢ w zakresie 0,0005-0,1 mg/ml, zwigkszajac ja od 115,30 £
9,58% do 144,36 + 9,47% w poréwnaniu do wartosci kontrolnej (Ryc. 12). Analogicznie
do innych frakcji, frakcja n-butanolowa (CP6) réwniez nasilata spontaniczne skurcze
migs$nidwki okreznej jelita czczego. Najnizsza dawka doprowadzajaca do statystycznie
znaczacych zmian w kurczliwo$ci wynosita 0,001 mg/ml, wywotujac odpowiedz na
poziomie 113,09 + 5,32% wartosci kontrolnej, natomiast najwyzsza badana dawka (0,1

mg/ml) zwickszata aktywno$¢ skurczowa do 121,09 + 8,88% (Ryc. 12).
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Ryc. 11 Wplyw wyciggu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2) i wyciggu wodnego
(CP3) C. palustre na spontaniczng aktywnosc¢ okregznej warstwy migsni gladkich jelita czczego swini in

vitro. Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako sredniq z 5
niezaleznych eksperymentow (£58D); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%,).
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Ryc. 12 Wplyw frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5) i frakcji n-butanolowej (CP6) C. palustre
na spontaniczng aktywnos¢ okreznej warstwy miesni gladkich jelita czczego swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5 niezaleznych
eksperymentow (£8D); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%), * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%,).

4.3.3. Wplyw wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na aktywnos¢

spontaniczna mieSniowki podluznej okre¢znicy

Wszystkie badane wyciagi i frakcje, tj. surowy wycigg metanolowy (CP1), surowy
50% wyciag metanolowy (CP2), surowy wyciag wodny (CP3), frakcja eterowa (CP4),
frakcja octanowa (CP5) i frakcja n-butanolowa (CP6), powodowaly zwigkszenie
spontanicznej kurczliwo$ci warstwy mie$niowki podtuznej okrgznicy §wini w sposob
zalezny od dawki (Ryc. 13 i Ryc. 14). Surowy wyciag metanolowy (CP1) wykazywat
istotne dziatanie zwigkszajace kurczliwo$§¢ w zakresie dawek 0,00005-0,1 mg/ml,
powodujac odpowiednio wzrost reakcji od 114,42 + 5,08% do 161,62 £ 6,21% w
stosunku do reakcji kontrolnej na DMSO (0,5%) (Ryc. 13). Surowy wyciag metanolowy
(CP2) réwniez zwigkszal spontaniczng aktywno$¢ migsniowa w sposob zalezny od
dawki, jednak jego znaczaca zmian¢ aktywnosci motorycznej obserwowano w nieco
wyzszym stezeniu - 0,0001 mg/ml. Najsilniejszy efekt skurczowy uzyskano przy dawce
0,1 mg/ml, osiggajac 159,67 £ 7,93% wartosci kontrolnej (Ryc. 13). Wyciag wodny
(CP3) wywotywal najsilniejszy skurcz migéni gltadkich warstwy podtuznej okreznicy
spos$rod wszystkich badanych ekstraktow. Reakcja miescita si¢ w zakresie od 116,95 +
5,38% do 175,39 + 5,38% wartos$ci kontrolnej przy zastosowaniu odpowiednio 0,00005
1 0,1 mg/ml (Ryc. 13). Frakcja eterowa (CP4) wykazywata efekt kurczliwy w sposob
zalezny od dawki, w zakresie st¢zen 0,0001-0,1 mg/ml, a reakcja wynosita od 121,68 +
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2,77% do 178,37 £ 8,29% wartosci odpowiedzi kontrolnej. "Frakcja octanowa (CP5)
réwniez zwigkszala spontaniczng aktywno$¢ migsniowa, przy czym najnizsza skuteczna
dawka wynosita 0,00005 mg/ml. Reakcje miescily si¢ w zakresie od 113,97 + 6,09% do
168,69 = 11,90% wartos$ci kontrolnej odpowiednio dla 0,00005 i 0,1 mg/ml (Ryc. 14).
Dla frakcji n-butanolowej (CP6) najnizsza dawka wywolujacg istotny efekt
prokinetyczny byto 0,0001 mg/ml, przy czym reakcja osiggneta 122,57 + 4,14% wartosci
kontrolnej. Najwigkszy efekt skurczowy, wynoszacy 153,58 + 5,62% reakcji kontrolne;j

na podanie DMSO, odnotowano przy podaniu frakcji w stezeniu 0,1 mg/ml.
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Ryc. 13 Wplyw wyciggu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2) i wyciggu wodnego
(CP3) C. palustre na spontaniczng aktywnos¢ podtuznej warstwy miesni gladkich okreznicy swini in vitro.
Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako sredniq z 5
niezaleznych eksperymentow (£58D); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%).
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Ryc. 14 Wplyw frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5) i frakcji n-butanolowej (CP6) C. palustre
na spontaniczng aktywnos¢ podiuznej warstwy migsni gladkich okreznicy swini in vitro. Wyniki wyrazono
Jjako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako sredniq z 5 niezaleznych eksperymentow
(xSD); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%).

4.3.4. Wplyw wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na aktywnos¢

spontaniczna mieSniowki okreznej okreznicy

Niemal wszystkie wyciagi i frakcje zwigkszaty spontaniczng kurczliwo$¢ migsniowki
okreznej okreznicy $wini w sposob zalezny od dawki. W przypadku wyciagu
metanolowego (CP1) niskie stgzenia wykazywaty dziatanie spazmolityczne, natomiast
najwyzsza dawka pobudzata kurczliwo$¢, osiagajac najsilniejszy efekt prokinetyczny
spos$rod wszystkich badanych substancji. W zakresie stezen 0,0005 do 0,01 mg/ml CP1
powodowatl wyrazne ostabienie spontanicznej kurczliwo$ci warstwy okreznej migsni
gladkich okre¢znicy. Reakcja wynosita odpowiednio 77,33 + 6,23% 1 68,68 + 5,62%
warto$ci kontrolnej. W najwyzszym zastosowanym st¢zeniu (0,1 mg/ml) wyciag ten
wykazywal natomiast dziatanie prokinetyczne, osiagajac 191,92+ 15,69% reakcji na
DMSO (0,5%) (Ryc. 15). Wyciag 50% metanolowy (CP2) wykazywatl statystycznie
istotne dzialanie prokinetyczne wylacznie przy najwyzszym zastosowanym stezeniu
(Ryc. 15), osiagajac wowczas site 151,74+ 20,20% reakcji kontrolnej (Ryc. 15). Wyciag
wodny (CP3) wywolywat silny skurcz migsni gtadkich okreznicy w sposdb zalezny od
dawki. Reakcja miescita si¢ w zakresie od 120,57 + 6,24% do 181,86 + 4,39% wartosci
kontrolnej przy zastosowaniu odpowiednio 0,0001 1 0,1 mg/ml (Ryec. 15). Frakcja eterowa

(CP4) réwniez zwigkszata spontaniczng aktywno$¢ motoryczng w sposob zalezny od
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dawki, a jej skutecznos$¢ rozpoczynata sie od stgzenia 0,00005 mg/ml. Najsilniejszy efekt
skurczowy uzyskano przy dawce 0,1 mg/ml, osiggajac 140,98 + 8,98% wartosci
kontrolnej (Ryc. 16). Frakcja octanowa (CP5) wykazywata wyrazne dzialanie
prokinetyczne na okr¢zng warstwe migsniowki gladkiej okr¢znicy w zakresie stezen
0,0001 do 0,1 mg/ml. Efekt ten byt zalezny od dawki i nasilal si¢ wraz ze wzrostem
stezenia substancji. Zakres odpowiedzi wynosit od 113,34 + 4,03% do 144,76 + 3,53%
reakcji na DMSO (0,5%) (Ryc. 16). Podobnie frakcja n-butanolowa (CP6) wykazywata
dziatanie prokinetyczne na warstwe okrezng mig$niowki gladkiej okreznicy w sposob
zalezny od dawki. Najnizsze stezenie wywotujace istotng zmiang w spontanicznej
kurczliwosci wynosito 0,0005 mg/ml. Zakres odpowiedzi wynosit od 123,17 + 8,41% do
148,46 + 9,41% reakcji miesnidowki na DMSO (0,5%) w stezeniach CP6 wynoszacych
odpowiednio 0,0005 i 0,1 mg/ml (Ryc. 16).

220
200
180

160

0 ||| ||| |I| II‘ Il‘ Il‘ I‘| Iil l‘l |||

DMSO (0.5%) 0.00001 0.00005 0.0001 0.0005 0.001 0.005
Wyciagi (mg/ml)

1

8

1

N
S

1

% reakcji na DMSO (0.5%)
5 (22} o] o
o o o o

N
o

mCP1 mCP2 mCP3

Ryc. 15 Wplyw wyciggu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2) i wyciggu wodnego
(CP3) C. palustre na spontaniczng aktywnosc¢ okregznej warstwy miesni gladkich okreznicy Swini in vitro.
Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako sredniq z 5
niezaleznych eksperymentow (£58D); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%).
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Ryc. 16 Wplyw frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5) i frakcji n-butanolowej (CP6) C. palustre
na spontaniczng aktywnosé okreznej warstwy miesni gladkich okreznicy swini in vitro. Wyniki wyrazono
Jjako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako sredniq z 5 niezaleznych eksperymentow
(xSD); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%).

4.3.5. Wplyw wybranych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na

aktywnos¢ spontaniczng mi¢sniowki podluznej jelita czczego

Wickszos¢ flawonoidow wybranych do badania wykazywata zalezny od dawki efekt
pobudzajacy spontaniczng kurczliwo$¢ migsnidwki podiuznej jelita czczego. Sposrod
nich najsilniejsze dzialanie wykazywatl 7-O-glukuronid apigeniny (A7GLC), powodujac
najwigkszy wzrost sity spontanicznej aktywno$ci motorycznej. Wyjatek stanowit
chrysoeriol (CHRY), ktory jako jedyny z testowanych flawonoidow hamowat
spontaniczng kurczliwo$¢ w sposob zalezny od dawki (Ryc. 17). Apigenina (API)
wykazywata wyrazne dziatanie proskurczowe wzgledem migsnidwki podiuznej jelita
czczego podczas stosowania w stezeniach od 0,01 do 100 uM. Efekt ten wzrastal wraz ze
zwigkszaniem dawki i miescit si¢ w zakresie od 116,27 + 3,63% (0,01 uM) do 140,92 +
3,45% (dla 100 uM) w odniesieniu do reakcji kontrolnej na DMSO (0,5%) (Ryc. 17).
A7GLC réwniez wykazywal dziatanie prokinetyczne w sposdb zalezny od dawki.
Najnizsze efektywne stezenie wynosito 0,01 pM, a odpowiedz skurczowa miescita si¢ w
zakresie od 115,89 + 4,55% do 150,14 + 11,32% (100 uM) w poréwnaniu do kontroli
(Ryc. 17). Podobnie luteolina (LUT) zwickszata kurczliwo$¢ mig$niowki w sposob
zalezny od dawki, cho¢ zakres efektywnych stezen dla tego flawonoidu byt najwezszy
(1-100 uM). Po podaniu LUT w stezeniu 1 pM zaobserwowano wzrost kurczliwos$ci do

110,95 + 2,29% wartosci reakcji kontrolnej, natomiast najsilniejsza odpowiedz,
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wynoszaca 123,39 + 2,92%, wystapita przy 100 uM (Ryc. 17). CHRY dziatat hamujaco
na aktywno$¢ spontaniczng mig$niowki gladkiej w sposob zalezny od dawki. Po
zastosowaniu dawki 0,01 uM CHRY zaobserwowano efekt zmniejszajacy kurczliwos$¢,
osiggajacy 78,46 + 2,67% wartosci reakcji kontrolnej. Najsilniejsza odpowiedz
odnotowano przy st¢zeniu 100 uM, wynoszaca 63,85 £+ 4,17% reakcji na DMSO (Ryc.
17).
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Ryc. 17 Wplyw apigeniny (API), 7-O-glukuronidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu
(CHRY) na spontaniczng aktywnosc podiuznej warstwy miesni gladkich jelita czczego swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5 niezaleznych
eksperymentow (£5SD); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%).

4.3.6. Wplyw wybranych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na

aktywnos¢ spontaniczng miesSniowki okre¢znej jelita czczego

W badaniach okr¢znej migsniowki gladkiej jelita czczego apigenina (API) i 7-O-
glukuronid apigeniny glukuronid (A7GLC) wykazywaty zalezny od dawki efekt
pobudzajacy aktywno$¢ spontaniczng, natomiast chrysoeriol (CHRY) i luteolina (LUT)
dziataty spazmolitycznie. A7GLC wykazywat nieco silniejsze dziatanie prokinetyczne
niz API, podczas gdy efekt hamujacy LUT i CHRY byt porownywalny (Ryc. 18). API
zwigkszato aktywno$¢ skurczowa jedynie podczas stosowania dwoch najwyzszych
stezen (10 1 100 uM), osiagajac odpowiednio 116,26 = 7,08% oraz 118,14 = 6,47%
warto$ci reakcji kontrolnej wywolanej przez DMSO (Ryc. 18). A7GLC dziatat

pobudzajaco na warstwe okrezng migsniowki w zakresie stezen 1-100 uM. Efekt ten
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wzrastal wraz ze zwigkszaniem dawki, osiagajac od 111,64 +4,60% (1 uM) do 124,33 +
9,00% (100 uM) w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 18). LUT wykazywata dziatanie
spazmolityczne w sposob zalezny od dawki. Po zastosowaniu LUT stgzeniu 1 pM
kurczliwo$¢ migsnidwki spadia do 83,37 + 9,89% warto$ci kontrolnej, a przy 100 uM
efekt byl najsilniejszy, osiagajac 74,20 + 6,36% (Ryc. 18). Podobne dziatanie hamujace
obserwowano w przypadku CHRY, ktérego efekt spazmolityczny wynosit 84,99 +7,76%
dla stezenia 1 pM i wzrastal do 70,33 £ 5,56% przy najwyzszym badanym stezeniu (100

** *;klr
|
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0
Ryc. 18 Wplyw apigeniny (API), 7-O- glukuronidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu
(CHRY) na spontaniczng aktywnos¢ okreznej warstwy miesni gladkich jelita czczego swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5 niezaleznych
eksperymentow (£SD); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%), * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%,).

uM) w odniesieniu do kontroli (Ryc. 18).
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4.3.7. Wplyw wybranych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na

aktywnos¢ spontaniczng mi¢Sniowki podluznej okre¢znicy

Wszystkie flawonoidy uwzglgdnione w do$wiadczeniu miaty znaczacy wptyw na
spontaniczng aktywnos$¢ motoryczng migsnidwki podtuznej okreznicy, a wywolany przez
nie efekt byt zalezny od zastosowanej dawki substancji. Luteolina (LUT) i chrysoeriol
(CHRY) dziataty rozkurczowo, zmniejszajac napigcie migéni, natomiast apigenina (API)

1 7-O-glukuronid apigeniny (A7GLC) powodowaly wzrost spontanicznej aktywnosci
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motorycznej. Dzialanie API bylo nieznacznie silniejsze niz A7GLC. Z kolei CHRY miat
znacznie silniejsze wlasciwos$ci spazmolityczne w poréwnaniu z LUT (Ryc. 19). API
znaczaco zwigkszala sit¢ spontanicznych skurczow migéni w sposob zalezny od dawki,
znaczacy wzrost kurczliwo$ci notowany byl juz przy zastosowaniu flawonoidu w
najnizszym stezeniu. Po zastosowaniu 0,01 pM apigeniny zaobserwowano istotny efekt
pobudzajacy kurczliwo$¢, osiggajacy 116,27 + 3,63% wartosci reakcji kontrolne;j.
Najwyzsza odpowiedz skurczowa odnotowano przy stezeniu 100 uM, wynoszaca 171,43
+ 4,0% reakcji na DMSO (Ryec. 19). 7-O-glukuronid apigeniny (A7GLC) w stezeniach
od 0,01 do 100 uM znaczaco, i w sposéb zalezny od dawki, wzmagal spontaniczng
aktywno$¢ migsniowa (Ryc. 19). Co ciekawe, juz najnizsze stezenie, 0,01 pM, wywotato
silniejsza odpowiedz skurczowa niz poréwnywalne stezenie apigeniny (API). W
przypadku A7GLC, odpowiedz skurczowa osiggneta poziom 121,52 + 6,74% w stosunku
do kontroli. Maksymalny efekt skurczowy zaobserwowano przy stezeniu 100 pM, kiedy
to sita skurczu osiagneta 171,43 + 4,0% w pordéwnaniu z reakcja wywotang przez DMSO
(0,5%). LUT wykazywata wyrazne dziatanie rozkurczowe na mig$niowke podiuzna
okreznicy w zakresie st¢zen 0,1-100 uM. Efekt ten byl zalezny od dawki i nasilat si¢ wraz
ze wzrostem stezenia substancji. Zakres odpowiedzi wynosit od 87,81 + 1,65% (w dawce
0,1 uM) do 72,44 + 4,4% (przy stezeniu 100 pM) reakcji na DMSO (0,5%) (Ryc. 19).
CHRY rowniez wykazywal dziatanie miorelaksacyjne na podluzng migsniowke
okreznicy, jednak jego efekt byt wyraznie silniejszy niz w przypadku luteoliny (LUT).
Dziatanie to zalezato od dawki, a najnizsze stezenie wywotujace istotng zmiang w
spontanicznej kurczliwo$ci wynosito 0,01 pM. OdpowiedZ miescita si¢ w zakresie od
88,08 + 9,15% do 59,91 + 3,31% reakcji migsnidowki na DMSO (0,5%) dla CHRY w
stezeniach wynoszacych odpowiednio 0,01 i 100 uM (Ryc. 19).

72



—p
—i*

*
160 - L.
x
a " [ 71
g 140 L.
o * T
=3 * T
S 120 T
2 T T
3 100 R L *
2 a1 x *
- *

y * T
o 80 T * L *
§ L T
S 60

40

20

0

DMSO (0.5%) 0.001 0.01 0.1 1 10 100

Flawonoidy (uM)

APl mA7GLC LUT m CHRY
Ryc. 19 Wplyw apigeniny (API), 7-O-glukuronidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu
(CHRY) na spontaniczng aktywnos¢ podiuznej warstwy miesni gtadkich okreznicy swini in vitro. Wyniki

wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5 niezaleznych
eksperymentow (£SD); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%); * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%).

4.3.8. Wplyw wybranych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na

aktywnos¢ spontaniczng miesSniowki okre¢znej okre¢znicy

Sita skurczow spontanicznych mig$niowki okreznej okreznicy nie wykazata
statystycznie istotnych zmian w odpowiedzi na podanie apigeniny (API). Pozostale
badane flawonoidy mialy wyrazny wptyw na kurczliwo$¢ spontaniczng, a efekt byt
zalezny od dawki. W przypadku 7-O-glukuronidu apigeniny (A7GLC) dzialanie to byto
pobudzajace, natomiast luteolina (LUT) i chrysoeriol (CHRY) dziataty rozkurczajaco.
Podobnie jak w przypadku mig$nidwki podtuznej dziatanie spazmolityczne CHRY byto
silniejsze niz LUT (Ryc. 20). A7GLC wykazywal dzialanie prokinetyczne na warstwe
okrezng migsnidwki gladkiej okrgznicy w sposob zalezny od dawki. Najnizsze stezenie
wywolujace istotng zmiang w spontanicznej kurczliwo$ci wynosito 0,01 uM. Zakres
odpowiedzi wynosit od 112,19 +4,78% do 147,87 + 8,37% reakcji migsniowki na DMSO
(0,5%) w stezeniach A7GLC wynoszacych odpowiednio 0,01 i 100 uM (Ryc. 20).
Luteolina (LUT) wykazywatla silne wlasciwosci rozkurczowe wzgledem mie$niowki
okreznej okreznicy w stezeniach od 0,1 do 100 pM. Dziatanie to byto zalezne od dawki,
a jego intensywno$¢ wzrastata wraz ze zwickszaniem st¢zenia. Odpowiedzi miescity si¢
w zakresie od 88,20 + 5,71% (przy stezeniu 0,1 uM) do 69,32 + 3,75% (dla stezenia 100
uM) w porownaniu z reakcja na DMSO (0,5%) (Ryc. 20). Efekt spazmolityczny
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uzyskany po podaniu CHRY réwniez nasilal si¢ wraz ze wzrostem zastosowanej dawki i
byt silniejszy niz w przypadku LUT. Po zastosowaniu dawki 0,01 pM CHRY
zaobserwowano istotny efekt obnizajacy kurczliwo$é, osiagajacy 84,27 + 13,65%
wartos$ci reakcji kontrolnej. Najwyzsza odpowiedz odnotowano przy st¢zeniu 100 puM,

wynoszaca 56,97 + 2,05% reakcji na DMSO (Ryc. 20).
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Ryc. 20 Wplyw apigeniny (API), 7-O-glukuronidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu
(CHRY) na spontaniczng aktywnos¢ okregznej warstwy miesni gladkich okreznicy swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na DMSO (0,5%). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5 niezaleznych
eksperymentow (£SD); p < 0,05 vs. DMSO (0,5%), * p < 0,05 vs. DMSO (0,5%,).

4.3.9. Wplyw wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na aktywnos¢

miesniowki podluznej jelita czczego indukowana ACh

Wszystkie badane wyciagi 1 frakcje wywieraly istotny statystycznie wplyw na
indukowang ACh aktywnos$¢ skurczowa migsniowki podtuznej jelita czczego. Wyciagi
metanolowy (CP1) i 50% metanolowy (CP2) wykazywaty dziatanie antyspazmodyczne
(Ryc. 21), natomiast frakcje eterowa (CP4), octanowa (CP5) i n-butanolowa (CP6)
zwigkszaty sile odpowiedzi migsnidwki na ACh (Ryc. 22). Podobny efekt wzmagajacy
obserwowano w przypadku wyciagu wodnego (CP3), jednak byt on statystycznie istotny
jedynie przy najwyzszym zastosowanym stezeniu (Ryc. 21). CP1 wykazywat silne

dziatanie rozkurczowe w zakresie stezen 0,0005-0,1 mg/ml, a efekt ten byt zalezny od
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dawki 1 wzrastat wraz ze zwigkszaniem st¢zenia. Odpowiedzi miescily si¢ w przedziale
od 86,66 £4,66% do 57,53 + 4,60% reakcji na kontrolne podanie ACh (Ryc. 21). Wyciag
CP2 rowniez dziatal spazmolitycznie w zakresie stezen 0,0001-0,1 mg/ml, redukujac
aktywno$¢ skurczowa od 86,70 = 3,72% (0,0001 mg/ml) do 63,53 + 9,43% (0,1 mg/ml)
w porownaniu do kontroli (Ryc. 21). Wyciag wodny CP3 zwigkszatl aktywno$¢
migs$niowki jedynie podczas podania w dawce 0,1 mg/ml, osiagajac 120,57 + 6,54%
warto$ci kontrolnej (Ryc. 21). Frakcja CP4 nasilata kurczliwo$¢ migsnidwki, gdy
stosowana byta w zakresie stezen 0,0001-0,1 mg/ml, zwigkszajac odpowiedz na ACh do
114,60 + 4,18% 1 156,84 + 8,16% w poréwnaniu do warto$ci kontrolnej (Ryc. 22).
Frakcja CP5 wykazywala zalezne od dawki dzialanie prokinetyczne w zakresie 0,0005-
0,1 mg/ml, powodujac wzrost kurczliwosci od 111,33 + 7,80% (przy zastosowaniu
najnizszego stezenia) do 147,47 + 4,61% (0,1 mg/ml) (Ryc. 22). CP6, podobnie jak
pozostate frakcje, nasilala skurcze wywotane ACh, jednak efekt ten byl zauwazalny
jedynie przy podaniu wyzszych dawek substancji. Najnizsze stezenie, w ktérym CP6
wywotata znaczacg zmiang kurczliwos$ci wynosito 0,05 mg/ml (125,69 + 10,83% reakcji
na ACh), a maksymalna odpowiedZ uzyskana przy zastosowaniu stezenia 0,1 mg/ml

osiggneta 127,90 £+ 11,06% warto$ci kontrolnej (Ryc. 22).
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Ryc. 21 Wplyw wyciggu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2) i wyciggu wodnego
(CP3) C. palustre na indukowang ACh aktywnos¢ podiuznej warstwy migsni gladkich jelita czczego swini
in vitro. Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5
niezaleznych eksperymentow (£58D); p < 0.05 vs. DMSO (0.5%),; * p < 0.05 vs. ACh (10 uM).
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Ryc. 22 Wplyw frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5) i frakcji n-butanolowej (CP6) C. palustre
na indukowang ACh aktywnos¢ podiuznej warstwy miesni gladkich jelita czczego swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Sredniq z 5 niezaleznych
eksperymentow (£SD); p <0.05 vs. DMSO (0.5%); * p <0.05 vs. ACh (10 uM).
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4.3.10. Wplyw wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na aktywnos¢

miesniowki okreznej jelita czczego indukowana ACh

Podobnie jak w przypadku warstwy podluznej, wyciagi metanolowy (CP1) i 50%
metanolowy (CP2) wykazywaly dziatanie spazmolityczne réwniez wobec warstwy
okreznej migsniowki gladkiej jelita czczego $wini, ostabiajac skurcze indukowane ACh
(Ryc. 23). Z kolei wyciag wodny (CP3) oraz frakcje CP4-CP6 nasilaty aktywnos$¢
skurczowa wywotang acetylocholing (Ryc. 24). Wyciag CP1 wykazywat statystycznie
istotne dziatanie rozkurczowe w zakresie stezen 0,00005-0,1 mg/ml, powodujac zalezne
od dawki hamowanie aktywnosci skurczowej od 91,75 + 3,10% do 63,07 + 5,01% w
stosunku do reakcji kontrolnej (Ryc. 23). Podobny efekt obserwowano dla CP2, jednak
w nieco wezszym zakresie dawek (0,0001-0,1 mg/ml). Wyciag ten redukowat
kurczliwos¢ od 87,03 £ 8,19% do 58,58 + 5,78% w odniesieniu do kontroli (Ryc. 23).
CP3 wykazywal wyrazne dzialanie prokinetyczne w zakresie 0,00005-0,1 mg/ml, przy
czym efekt ten byt zalezny od dawki i nasilat si¢ wraz ze wzrostem stezenia. Odpowiedzi
miescity si¢ w przedziale od 112,66 + 9,86% do 151,94 + 7,18% reakcji na kontrolne
podanie ACh (Ryc. 23). Po zastosowaniu frakcji eterowej (CP4) w stezeniu 0,0001 mg/ml
zaobserwowano wzrost kurczliwosci do 114,21 + 5,31% wartos$ci kontrolnej, natomiast
najwyzsza odpowiedz uzyskano wskutek podania CP4 w stezeniu 0,1 mg/ml (160,34 +
7,47%) (Ryc. 24). Frakcja octanowa (CP5) wykazywata zalezne od dawki dziatanie
prokinetyczne w przedziale 0,0001-0,1 mg/ml, osiaggajac maksymalnie 142,69 + 7,18%
odpowiedzi kontrolnej na ACh przy najwyzszym st¢zeniu (Ryc. 24). Frakcja n-
butanolowa (CP6) znaczaco nasilata skurcze migsni gladkich jelita czczego jedynie przy
dwoch najwyzszych stezeniach (0,05 1 0,1 mg/ml), powodujac wzrost odpowiednio do

112,17 £ 4,74% 1 112,98 £ 4,56% w poréwnaniu do warto$ci kontrolnej (Ryc. 24).
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Ryc. 23 Wplyw wyciggu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2) i wyciggu wodnego
(CP3) C. palustre na indukowang ACh aktywnos¢ okreznej warstwy miesni gtadkich jelita czczego Swini in
vitro. Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako srednig z 5
niezaleznych eksperymentow (£58D); p < 0.05 vs. DMSO (0.5%),; * p < 0.05 vs. ACh (10 uM).
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Ryc. 24 Wplyw frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5) i frakcji n-butanolowej (CP6) C. palustre
na indukowang ACh aktywnosc¢ okreznej warstwy miesni gladkich jelita czczego swini in vitro. Wyniki

wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5 niezaleznych
eksperymentow (£8SD); p <0.05 vs. DMSO (0.5%); * p <0.05 vs. ACh (10 uM).
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4.3.11. Wplyw wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na aktywnos¢

mie¢sniowki podluznej okreznicy indukowana ACh

Warto zauwazy¢, ze wplyw wyciaggow 1 frakecji z C. palustre na indukowang
acetylocholing aktywno$¢ mie$niowki podtuznej okreznicy byt odwrotny do ich dziatania
na aktywno$¢ spontaniczng. Wycigg metanolowy (CP1) i 50% metanolowy (CP2)
wykazywaty efekt spazmolityczny (Ryc. 25), podobnie jak frakcja eterowa (CP4).
Natomiast frakcja octanowa (CP5) i frakcja n-butanolowa (CP6) dziataty przeciwnie, tj.
nasilaly skurcze migéni okreznicy w sposob zalezny od dawki w obecnosci ACh (Ryc.
26). W przypadku wyciggu wodnego (CP3) efekt byl niejednoznaczny zaréwno pod
wzgledem charakteru, jak i intensywnosci, a wywotany efekt nie odbiegal znaczaco od
reakcji kontrolnej wywotanej przez ACh (Ryc. 25). Sposrod wszystkich badanych
wyciggow CP1 wykazywato najszerszy zakres dawek o znaczacym dzialaniu
spazmolitycznym (0,0005-0,1 mg/ml). Efekt byt zalezny od dawki i nasilal si¢ od 88,32
+ 5,88% do 60,39 + 4,04% w poréwnaniu do reakcji kontrolnej na ACh odpowiednio
podczas stosowania wyciagu w stezeniu od 0,0005 do 0,1 mg/ml (Ryc. 25). CP2 réwniez
ostabiato skurcze mig¢éni gladkich okreznicy wywotane przez ACh, jednak w wezszym
zakresie dawek (0,01-0,1 mg/ml), redukujac reakcje do poziomu od 74,92 + 14,59% do
58,93 £ 7,05% odpowiedzi kontrolnej na podanie ACh (Ryc. 25). Frakcja CP4
wykazywata dziatanie spazmolityczne w zakresie 0,001-0,1 mg/ml, obnizajac odpowiedz
skurczowa odpowiednio do 86,45 + 6,85% 1 72,03 + 6,97% w poroéwnaniu do wartosci
kontrolnej (Ryc. 26). Podanie CP5 powodowato wzrost kurczliwos$ci migsni w sposob
zalezny od dawki w zakresie 0,0001-0,1 mg/ml. Reakcja wynosita od 126,06 + 7,80% do
154,55 + 13,53% wartosci kontrolnej dla najnizszego i najwyzszego zastosowanego
stezenia (Ryc. 26). Frakcja CP6 wyraznie nasilala skurcze miesni gladkich okreznicy
wywolane acetylocholing w szerokim zakresie dawek (0,00005-0,1 mg/ml), a reakcja
wzrastata od 121,32 + 9,37% do 155,80 + 7,15% w poréwnaniu do wartosci kontrolnej

dla CP6 zastosowanego odpowiednio w stezeniach 0,00005 1 0,1 mg/ml (Ryc. 26).
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Ryc. 25 Wplyw wyciggu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2) i wyciggu wodnego
(CP3) C. palustre na indukowang ACh aktywnos¢ podtuznej warstwy miesni gladkich okreznicy swini in
vitro. Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5
niezaleznych eksperymentow (£58D); p < 0.05 vs. DMSO (0.5%),; * p < 0.05 vs. ACh (10 uM).
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Ryc. 26 Wplyw frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5) i frakcji n-butanolowej (CP6) C. palustre
na indukowang ACh aktywnos¢ podiuznej warstwy miesni gladkich okreznicy Swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Sredniq z 5 niezaleznych
eksperymentow (£SD); p <0.05 vs. DMSO (0.5%); * p <0.05 vs. ACh (10 uM).
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4.3.12. Wplyw wyciagow i frakcji pozyskanych z C. palustre na aktywnos¢

miesniowki okre¢znej okreznicy indukowana ACh

Wszystkie badane wyciagi i frakcje wykazywaly wyrazny wptyw na indukowana
przez ACh aktywnos$¢ skurczowa mig$nidowki okr¢znej okreznicy $wini. Wyciagi
metanolowy (CP1) i 50% metanolowy (CP2) dzialaly spazmolitycznie, natomiast wyciag
wodny (CP3) oraz frakcje CP4-6 zwigkszaty aktywno$¢ skurczowa (Ryc. 27 i Ryc. 28).
CP1 znaczaco ostabiat skurcze migséni w sposob zalezny od dawki, w zakresie st¢zen od
0,0001 mg/ml do 0,1 mg/ml, redukujac aktywno$¢ skurczowa odpowiednio do 79,89 +
7,57% 144,76 £+ 6,72% wartosci kontrolnej (Ryc. 27). Wyciag CP2 wykazywal podobny
efekt spazmolityczny, jednak w wezszym zakresie dawek (0,01-0,1 mg/ml). Skuteczno$é
dziatania byta zblizona do CP1 i wynosita od 77,76 £+ 6,37% (0,01 mg/ml) do 42,83 +
9,65% (0,1 mg/ml) wzgledem reakcji kontrolnej wywotanej ACh (Ryc. 27). Ekstrakt CP3
wykazywal najsilniejsze dziatanie pobudzajace kurczliwos$¢ sposrod wszystkich
badanych substancji, w zakresie stezen 0,00005-0,1 mg/ml. Najwicksza odpowiedz
skurczowa zaobserwowano przy 0,1 mg/ml, osiagajac 187,20 + 14,34% wartosci
kontrolnej (Ryc. 27). Dzialanie proskurczowe frakcji CP4 wzrastato wraz z dawka w
zakresie 0,00005-0,005 mg/ml, osiggajac maksymalnie 179,27 + 7,88% kontrolnej
reakcji na podanie ACh. Zastosowanie frakcji eterowej (CP4) powyzej 0,005 mg/ml
powodowato, ze efekt stopniowo malal, osiggajac ostatecznie 119,04 £ 3,70%
odpowiedzi na ACh (Ryc. 28). Frakcja octanowa (CP5) powodowata wzrost kurczliwosci
w sposob zalezny od dawki. Odpowiedz skurczowa miescita si¢ w zakresie od 120,88 +
6,17% (0,0001 mg/ml) do 152,74 + 8,66% (0,1 mg/ml) wzgledem wartosci kontrolnej
(Ryc. 28). Podobnie jak inne frakcje rowniez frakcja n-butanolowa (CP6) nasilata skurcze
indukowane przez ACh. Najnizsza dawka doprowadzajaca do istotnej zmiany wynosita
0,00005 mg/ml (119,63 + 8,59% reakcji na ACh), natomiast najwyzsza badana dawka
(0,1 mg/ml) wywotata odpowiedz na poziomie 153,68 + 6,90% warto$ci kontrolnej (Ryc.
28).
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Ryc. 27 Wplyw wyciggu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2) i wyciggu wodnego
(CP3) C. palustre na indukowang ACh aktywnos¢ okreznej warstwy miesni gladkich okreznicy swini in
vitro. Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5
niezaleznych eksperymentow (£58D); p < 0.05 vs. DMSO (0.5%),; * p < 0.05 vs. ACh (10 uM).
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Ryc. 28 Wplyw frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5) i frakcji n-butanolowej (CP6) C. palustre
na indukowang ACh aktywnoS¢ okreznej warstwy miesni gladkich okreznicy swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Srednig z 5 niezaleznych
eksperymentow (£8SD); p <0.05 vs. DMSO (0.5%); * p <0.05 vs. ACh (10 uM).
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4.3.13. Wplyw wybranych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na

indukowang ACh aktywnos$¢ mi¢sniowki podluznej jelita czczego

Wszystkie flawonoidy wybrane do badania wykazywaly zalezny od dawki wptyw na
indukowang kurczliwo$¢ migsniowki podtuznej jelita czczego. Apigenina (API) i
chrysoeriol (CHRY) dzialaly spazmolitycznie, przy czym efekt hamujagcy CHRY byt
nieco bardziej wyrazny. Natomiast 7-O-glukuronid apigeniny (A7GLC) i luteolina (LUT)
w sposOb zalezny od dawki nasilaly odpowiedz na podanie ACh (Ryc. 29). API
wykazywata wyrazne dziatanie spazmolityczne w zakresie stezen 0,1-100 pM, a efekt ten
wzrastal wraz ze zwigkszaniem dawki. Odpowiedz na ACh zmniejszata si¢ od 82,61 +
5,56% (0,1 uM) do 74,51 £4,37% (100 uM) w odniesieniu do reakcji kontrolnej na ACh
(Ryc. 29). A7GLC wykazywal dzialanie prokinetyczne, ktére réwniez byto zalezne od
dawki. Najnizsze efektywne st¢zenie wynosito 0,01 uM, a nasilenie skurczow miescito
sie¢ w zakresie od 115,05+ 13,15% (0,01 uM) do 137,70 £ 3,07% (100 uM) w poréwnaniu
do warto$ci kontrolnej (Ryc. 29). Luteolina takze zwigkszata kurczliwo$¢ migsnidowki
podhuznej w sposob zalezny od dawki. Podczas zastosowania LUT w stezeniu 0,01 uM
reakcja na podanie ACh wzrastata do 112,35 + 6,24% warto$ci kontrolnej, natomiast
najwyzsza odpowiedz, wynoszaca 147,12 + 10,20%, wystapita przy podaniu flawonoidu
w stezeniu 100 uM (Ryc. 29). CHRY dziatat hamujaco na aktywno$¢ skurczowa
migsniowki gladkiej, a efekt ten byt zalezny od dawki. Juz przy podaniu 0,01 pM
zaobserwowano ostabienie kurczliwosci do 83,12 + 5,31% warto$ci kontrolnej, natomiast
przy najwyzszym badanym st¢zeniu (100 uM) odpowiedz na podanie ACh spadia do
67,19 £ 4,84% reakcji kontrolnej (Ryc. 29).
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Ryc. 29 Wplyw apigeniny (API), 7-O-glukurodnidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu
(CHRY) na indukowang ACh aktywnos¢ podtuznej warstwy miesni gladkich jelita czczego swini in vitro.
Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako sredniq z 5 niezaleznych
eksperymentow (£SD); p <0.05 vs. DMSO (0.5%); * p <0.05 vs. ACh (10 uM).

4.3.14. Wplyw wybranych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na

indukowang ACh aktywnos$¢ miesniowki okreznej jelita czczego

W odniesieniu do warstwy okreznej migsnidwki gladkiej jelita czczego $wini jedynie
7-O-glukuronid apigeniny wykazywal dzialanie wzmacniajace skurcze wywotane
podaniem ACh. Pozostate flawonoidy dzialaly spazmolitycznie w sposoéb zalezny od
dawki, przy czym najsilniejszy efekt hamujacy zaobserwowano po podaniu luteoliny
(LUT) (Ryc. 30). Apigenina ostabiata aktywno$¢ skurczowa podczas podawania w
zakresie stezen 0,01-100 uM, zmniejszajac kurczliwo$¢ do 89,92 + 8,36% (0,01 uM) i
66,22 + 4,30% wartos$ci kontrolnej (Ryc. 30). A7GLC nasilat skurcze warstwy okreznej
w sposob zalezny od dawki, osiagajac wartosci od 110,13 £ 8,02% (0,01 uM) do 132,30
+ 6,85% (100 uM) w poréwnaniu do odpowiedzi na kontrolne podanie ACh (Ryc. 30).
LUT wykazywala wyrazne dzialanie spazmolityczne, ktoérego intensywnos¢ rosta wraz
ze wzrostem dawki. Uzycie LUT w stezeniu 0,01 pM doprowadzato do spadku
odpowiedzi na ACh do poziomu 82,87 + 6,57% wartos$ci kontrolnej, natomiast przy 100
uM do poziomu 55,97 £ 4,60% (Ryc. 30). CHRY dzialal antyspazmodycznie w
stosunkowo waskim zakresie stezen (1-100 pM). OdpowiedZ mig$nidwki na podanie
ACh wynosita odpowiednio 79,76 + 9,96% (1 uM) i 67,09 = 7,07% (100 uM) w

odniesieniu do reakcji kontrolnej (Ryc. 30).
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Ryc. 30 Wplyw apigeniny (API), 7-O-glukuronidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu
(CHRY) na indukowang ACh aktywnos¢ okreznej warstwy miesni gladkich jelita czczego swini in vitro.
Wyniki wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako sredniq z 5 niezaleznych
eksperymentow (£8SD); p <0.05 vs. DMSO (0.5%); * p <0.05 vs. ACh (10 uM).

4.3.15.Wplyw wybranych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na

indukowang ACh aktywnos$¢ miesniowki podluznej okreznicy

Podobnie jak w przypadku wptywu apigeniny (API) oraz jej glukuronidu (A7GLC)
na spontaniczng aktywno$¢ skurczowa mie$niowki podluznej okr¢znicy, réwniez w
przypadku aktywno$ci indukowanej przez acetylocholing zaobserwowano efekt
nasilajacy kurczliwos$¢. Zakres dawek A7GLC, w obecnosci ktorych dochodzito do
znaczacych zaburzen reaktywnosci mig$éniowki byt natomiast znacznie wezszy. Luteolina
(LUT) i chrysoeriol (CHRY) wywotywaty efekt rozkurczowy, jednak znacznie silniej niz
mialo to miejsce w przypadku aktywnos$ci spontanicznej migsnidwki (Ryc. 31). API
wywotywata efekt skurczowy w sposob zalezny od dawki w zakresie stezen 0,001-10
uM, z odpowiedzig wzrastajaca do 117,32 + 10,85% (0,001 uM) i 146,44 + 5,24% (10
uM) w odniesieniu do reakcji na ACh. API w stezeniu 100 pM réwniez zwigkszata skurcz
migséni, jednak efekt ten byt stabszy (podobny do dawki 0,1 uM) i wynosit 132,62 +
12,12% odpowiedzi wywotanej przez kontrolne podanie ACh (Ryc. 31). A7GLC
znaczgco wzmacniat site reakcji indukowanej ACh jedynie w wyzszych dawkach, tj. 10
1 100 uM, osiagajac odpowiednio 139,48 + 24% oraz 145,50 + 24,34% reakcji kontrolnej
(Ryc. 31). LUT wyraznie ostabiala skurcze indukowane ACh w sposéb zalezny od dawki.

Dziatanie rozkurczowe wystgpowato w zakresie stezen 0,1-100 uM i nasilato si¢ wraz ze
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wzrostem st¢zenia. Efekt ten byl wyraznie silniejszy w poréwnaniu do dziatania na
spontaniczng kurczliwo$¢ miesniowki i wynosit od 78,92 + 8,39% (0,1 uM) do 64,73 +
12,78% (100 uM) w odniesieniu do reakcji kontrolnej wywotanej przez ACh (Ryc. 31).
CHRY rowniez wykazywat zalezne od dawki dziatanie rozkurczowe w zakresie st¢zen
0,001-100 uM. Odpowiedz wynosita od 82,51 + 1,43% (0,001 uM) do 52,53 + 12,92%
(100 uM) w poréwnaniu do reakcji miesniowki gtadkiej na ACh (Ryc. 31).
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Ryc. 31 Wplyw apigeniny (API), 7-O-glukurodnidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu
(CHRY) na indukowang ACh aktywnos¢ podtuznej warstwy miesni gladkich okreznicy swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Sredniq z 5 niezaleznych
eksperymentow (£SD); p <0.05 vs. DMSO (0.5%); * p <0.05 vs. ACh (10 uM).

4.3.16. Wplyw wybranych flawonoidow pozyskanych z C. palustre na

indukowang ACh aktywnos$¢ miesniowki okreznej okreznicy

Wszystkie badane flawonoidy wykazaty wptyw na indukowang ACh aktywno$¢
skurczowg warstwy okreznej migsniowki okreznicy w zakresie stezen 0,01-10 uM. W
przypadku luteoliny (LUT) i1 chrysoeriolu (CHRY) obserwowano, podobnie jak w
przypadku mig$niowki podtuznej, dziatanie spazmolityczne. 7-O-glukuronid apigeniny
(A7GLC) w sposob zalezny od dawki zwigkszat site skurczu mig$nidwki, podczas gdy
API wykazala dziatanie przeciwne do tego obserwowanego w mig$niowce podtuzne;j,

zmniejszajac  sitg skurczu (Ryc. 32). Dzialanie rozkurczowe apigeniny (API)
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wystepowato w zakresie dawek 0,1-100 uM 1 nasilato si¢ wraz ze wzrostem stezenia
flawonoidu. Efekt ten wynosit od 92,18 + 5,09% (0,1 uM) do 68,12 £ 5,64% (100 uM)
w odniesieniu do reakcji kontrolnej wywotanej przez ACh (Ryc. 32). Podanie A7GLC
wzmagato site skurczu indukowanego ACh warstwy okreznej mig$niowki w sposob
zalezny od dawki. Odpowiedzi mie$city si¢ w zakresie od 108,34 + 1,44% (0,1 uM) do
120,46 + 7,66% (100 uM) w pordéwnaniu z reakcja kontrolng (Ryc. 32). Efekt
spazmolityczny po podaniu LUT roéwniez byt zalezny od dawki, a jego nasilenie
poréwnywalne do efektu osiagnigtego po podaniu API. Zastosowanie LUT w stezeniu
0,01 uM doprowadzato do obnizenia kurczliwos$ci, osiaggajac 89,45 + 3,11% wartos$ci
reakcji kontrolnej. Najwigksza redukcje skurczu indukowanego przez ACh odnotowano
przy stezeniu 100 uM, a zmierzona reakcja wynosita woéwcezas 67,23 +7,68% odpowiedzi
kontrolnej na ACh (Ryc. 32). Najsilniejszy, zalezny od dawki, efekt spazmolityczny
osiggni¢to po dodaniu CHRY. OdpowiedZ miescita si¢ w zakresie od 78,47 + 7,31% do
53,00 + 8,48% reakcji migsnidwki na podanie ACh dla st¢zen wynoszacych odpowiednio
0,011 100 uM (Ryc. 32).
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Ryc. 32 Wplyw apigeniny (API), 7-O-glukuronidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu
(CHRY) na indukowang ACh aktywnosc¢ okreznej warstwy miesni gladkich okreznicy swini in vitro. Wyniki
wyrazono jako % odpowiedzi na ACh (10 uM). Wyniki przedstawiono jako Sredniq z 5 niezaleznych
eksperymentow (£5SD); p <0.05 vs. DMSO (0.5%); * p <0.05 vs. ACh (10 uM).
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Tabela 9. Wplyw wyciagu metanolowego (CP1), wyciggu 50% metanolowego (CP2), wyciagu wodnego
(CP3) frakcji eterowej (CP4), frakcji octanowej (CP5), frakcji n-butanolowej (CP6), apigeniny (API), 7-O-

glukuronidu apigeniny (A7GLC), luteoliny (LUT) i chrysoeriolu (CHRY) na aktywno$¢ migsni gtadkich

jelita $wini in vitro.

CP1
CP2
CP3
CP4
CP5
CP6
API
ATGLC
LUT
CHRY

Aktywnos¢ spontaniczna

JL

JC

+ + o+ o+ o+ o+ 4

CL

+ o+ 4+ o+ o+ o+ 4+

Aktywnos¢ indukowana ACh

JL JC CL CC
+ + = +
+ + - +
+ + + +
+ + + +
- - + -
+ + + +
+ - - -

CL - mig$niowka podtuzna okreznicy, CC - migsniowka okrezna okreznicy, JL - migsniowka podtuzna

jelita czczego, JC - migsnidwka okr¢zna jelita czczego, + nasilenie kurczliwosci, - ostabienie kurczliwosci,

= brak istotnego statycznie wplywu na kurczliwos¢
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5. Dyskusja

Cho¢ ostrozen blotny Cirsium palustre (L.) Scop. (Asteraceae) jest gatunkiem
szeroko rozpowszechnionym w Europie, Azji i Ameryce Potnocnej to jedynie nieliczne
publikacje opisuja jego sktad fitochemiczny i potencjal farmakologiczny. W dostgpne;j
literaturze brak jest doniesien na temat wplywu ostrozenia blotnego na motoryke
przewodu pokarmowego. Ta luka badawcza stata si¢ impulsem do podjecia oceny
wplywu wyciagoéw 1 frakeji uzyskanych w kwiatostanow C. palustre na aktywno$¢
skurczowg jelit, okreslenia ich profilu fitochemicznego oraz identyfikacji zwigzkéw
determinujacych obserwowane dziatanie. Material ros$linny poddano ekstrakcji i
frakcjonowaniu dobierajac warunki procesOw tak, aby mozliwie najwydajniej pozyskaé
1 rozdzieli¢ zwigzki obecne w surowcu poprzez wykorzystanie réznic w ich charakterze
fizykochemicznym. W efekcie otrzymano wyciagi: metanolowy (CP1), 50% metanolowy
(CP2) i wodny (CP3) oraz frakcje: eterowg (CP4), octanowa (CP5) i n-butanolowa (CP6).
Nastepnie wyciagi i frakcje poddano szczegdtowej analizie chromatograficznej metoda
LC-PDA-HRMS, stwierdzajac obecnos¢ 37 metabolitow wtornych. Profil fitochemiczny
wskazuje na wysoka réznorodno$¢ zwigzkow fenolowych, w tym estrow kwasu
chinowego (min. kwas 4-O-kawoilochinowy, kwas 5-O-kawoilochinowy, czyli kwas
chlorogenowy) oraz flawonoidow w formie aglikonéw (luteolina, apigenina, kemferol,
chrysoeriol)

1 glikozyddéw (np. glukuronid 7-O-apigeniny, glukozyd 7-O-luteoliony, pochodne 7-O-
glukozyd izokemferydu) typowa dla rodzaju Cirsium (Kong i in., 2024; Kozyra i in.,
2015; Nazaruk, 2008).

Profile fitochemiczne CP1 i CP2 s3 do siebie zblizone. W poczatkowych minutach
analizy dominuja pochodne kwasow organicznych (1), a nastgpnie pojawia si¢ sygnat
o zblizonej intensywno$ci odpowiadajacy kwasowi chlorogenowemu (6). W obu
ekstraktach obserwujemy intensywny sygnat glukuronidu 7-O-apigeniny (A7GLC, 25),
ktéry przyjmujac jako miar¢ intensywnos$¢ sygnalu w CP2 dominuje. Nastgpnie
pojawiaja si¢ aglikony - API (34), kemferol 35)
i CHRY (36), ktérych w CP1 sygnatly sg bardziej wyrazne, co znajduje uzasadnienie w
uzytym ekstrahencie - metanolu. W obu wyciagach notuje si¢ obecno$¢ zwigzku 37, przy
czym w CP1 sygnal ten bardzo wyraznie dominuje nad pozostatymi zwigzkami,
wyrozniajac si¢ na tle pozostalych wyciggéw i frakcji. Wyciag wodny CP3 rozni si¢ od

dwodch pozostatych wyciggow. Pochodne kwaséw organicznych stanowig dominujacy
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sktadnik. Podobnie jak w przypadku CP1 i CP2 kwas chlorogenowy (CP6) wystepuje w
znaczacej ilo$ci, natomiast CP3 wyr6znia si¢ wigkszg zawarto$cig izomerdow 4-0-/5-O-
/di-kawoilochinowych (7-9, 19-22). A7GLC (25) pozostaje gtéwnym flawonoidem,;
aglikony (API, 34; CHRY, 36) sa reprezentowane slabiej, natomiast zwigzek 37 nie
wystepuje - co jest zgodne z charakterystyka ekstrahowalno$ci zwigzkow woda i
przewaga komponentéw hydrofilowych w tym ekstrakcie. Frakcja CP4 charakteryzuje
si¢ profilem zwiazkow o niskiej polarnosci zgodnym z uzytym ekstrahentem - eterem
dietylowym. Zwiazki bardzo polarne wystepuja Sladowo, a dominujg aglikony
flawonoidowe i pochodne dikawoilochinowe. Wsrdd flawonoidow dominuje API (34).
Dodatkowo odnotowuje si¢ obecnos¢ LUT (33), co wyrdznia CP4 od pozostalych
wyciggow 1 frakcji. Moze to sugerowac, ze ekstrakcja ciecz-ciecz eterem dietylowym
pozwolilo zatezy¢ frakcje i wzmocni¢ sygnal pozwalajac na wykazanie obecnosci tego
flawonu. A7GLC (25) utrzymuje si¢ na niskim poziomie, co roOwniez jest
charakterystyczne jedynie dla CP4. We frakcji CP5 dominujg zwiazki o Sredniej
polarno$ci. Wyraznie dominujg tu kwas chlorogenowy (6) i A7GLC (25). Obecne sa
takze glikozydy i glukuronidy flawonoidow (15-17, 23) oraz pochodne kwasu
dikawoilochinowego (21, 22). Nie odnotowuje si¢ obecnosci aglikondw
flawonoidowych. Natomiast uwage zwraca wysoka intensywno$¢ metabolitu
oznaczonego numerem 37. Ostatnia otrzymana frakcja CP6 poprzez zastosowanie n-
butanolu do jej uzyskania i wysokiej ekstrahowalno$ci charakteryzuje si¢ korespondujaca
z nim selektywnos$cig. Dominuja w niej pochodne kwaséw organicznych (1) oraz kwas
5-O-kawoilochinowy (6) i A7GLC (25); brak jest natomiast aglikonéw (LUT, API,
CHRY). Wnioski z tego poréwnania sg spojne z oczekiwang selektywnoscig procesu
ekstrakcji: Preparatyka otrzymania ekstraktow i frakcji znalazta potwierdzenie w analizie
chromatograficznej. Selektywno$¢ wody i n-butanolu pozwolita uzyska¢ probki bogate
w polarne zwiazki - koniugaty flawonoidow i kwasu chinowego. Natomiast frakcja
eterowa CP4 okazala si¢ selektywna dla silnie niepolarnych zwigzkéw pozwalajac
jednoczesnie na koncentracje aglikondw przez wyczerpujace frakcjonowanie ekstraktu
wyj$ciowego. Metanol zastosowany do otrzymania CP1 wykazal podobne dzialanie.
Kwas chlorogenowy, A7GLC oraz zwigzek 37 moze petni¢ role markera chemicznego
dla wyciagow i frakcji o sredniej i wysokiej polarnosci (CP2, CP3, CP5, CP6), natomiast
obecno$¢ luteoliny wyraznie odréznia CP4.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze C. palustre jest warto§ciowym zrodiem

polifenolowych metabolitow wtornych, ktore oprocz funkcji potencjalnych markerow
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chemotaksonomicznych, moga stanowi¢ cenne zrodto aktywnych farmakoforow.
Zarejestrowana w niniejszych badaniach zdolno$¢ do modulacji motoryki jelit w
badaniach ex vivo w polaczeniu z udokumentowang w literaturze aktywnos$cig tych
metabolitow pozwala uznaé¢ C. palustre za obiecujacy obiekt dalszych badan w
kontekscie terapii zaburzen czynnosciowych przewodu pokarmowego. Warto nadmienic,
ze cho¢ nie zostala wykonana analiza ilosciowa to uzyte ekstrakty i frakcje w tych samych
stezeniach 1 objetosciach nastrzyku, jak réwniez ujednolicona dlugos¢ fali, przy ktorej
zarejestrowane zostaly chromatogramy pozwala na szacunkowa i relatywng oceng
stosunku poszczegdlnych sktadnikéw oraz estymacje zmian zawartosci w badanych
ekstraktach 1 frakcjach. Co wigcej, nalezy podkresli¢, ze badania farmakologiczne
wybranych flawonoidow uwzglednialy zastosowanie st¢zen mieszczacych si¢ w zakresie
stezen analizowanych wyciagow 1 frakcji. Nie jest mozliwe jednoznaczne przypisanie
udziatu poszczegdlnych metabolitow w oddzialywaniu wyciagdw 1 frakcji ze wzgledu na
brak ilosciowej analizy fitochemicznej, ale zardbwno badania jak i szacunkowa ocena
intensywnosci, bedaca konsekwencja proporcjonalnej odpowiedzi detektora na obecnosé
metabolitu, umozliwia estymacje takiego udziatu.

Patogeneza zaburzen czynno$ciowych przewodu pokarmowego (DGBI) u ludzi
pozostaje ztozonym i nie do konca wyjasnionym zagadnieniem, cho¢ liczne dane
wskazuja na istotny udzial zaburzen motoryki w ich rozwoju (Black i in., 2020;
Drossman, 2016). Obraz kliniczny tych schorzen jest zr6znicowany i obejmuje zar6wno
objawy wynikajace z obnizonej aktywnos$ci skurczowej, jak 1 z nadmiernej pobudliwosci
mig$niowki gladkiej przewodu pokarmowego (Camilleri, 2023). Z tego wzgledu w
farmakoterapii DGBI istotne miejsce zajmuja leki modulujace motoryke - zardwno $rodki
prokinetyczne, jak i spazmolityczne, ktore pozwalajg na tagodzenie objawdw i poprawe
jakosci zycia pacjentow (Brenner i Lacy, 2021; Camilleri i Atieh, 2021). Coraz wigkszy
nacisk ktadzie si¢ rowniez na poszukiwanie nowych substancji czynnych o lepszym
profilu skutecznosci i bezpieczefstwa, co stanowi jeden z kluczowych kierunkow
wspotczesnych badan farmakologicznych.

Jednym z priorytetow badawczych nad nowymi strategiami terapeutycznymi w DGBI
jest fitoterapia. Leki ziolowe od wiekow stanowig istotny element systeméw medycyny
tradycyjnej, a wspotczesne badania coraz czg$ciej potwierdzaja ich przydatno$¢ w
leczeniu wielu chorob. W kontekscie DGBI na szczeg6lng uwage zastuguja ich
wielokierunkowe mechanizmy dziatania, obejmujace zardwno bezposredni wpltyw na

motoryke migsniowki gtadkiej przewodu pokarmowego (Simmen i in., 2006), modulacje
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transmisji nerwowej w obrgbie osi jelitowo-mbdzgowej oraz posrednio jelitowego uktadu
nerwowego (ENS) (Evans i Kalman, 2024; Xiao i in., 2015), jak 1 wiasciwosci
przeciwzapalne (Maleki i in., 2019) oraz wplyw na sktad mikrobiomu (Lu 1 in., 2019;
Nagpal i in., 2012). W odrdéznieniu od wielu lekéw syntetycznych, ktore dziataja
selektywnie na pojedyncze receptory lub szlaki sygnatowe, leki roslinne czgsto wykazuja
dzialanie wielokierunkowe (tzw. multi-target drugs), co jest pozadane w leczeniu DGBI
z uwagi na ich zlozong patogenez¢. Dane dostgpne w pisSmiennictwie wskazuja, ze
preparaty ro$linne sa uzywane wspomagajagco w terapii niektorych zaburzen
czynno$ciowych przewodu pokarmowego, takich jak zespot jelita drazliwego (IBS)
(Rahimi, 2012), niestrawno$¢ czynnosciowa (FD) (Lacy i in., 2022), kolka niemowleca
(Salvatore i in., 2024) czy biegunka czynno$ciowa (Czigle i in., 2022).Warto podkresli¢,
ze w niektorych krajach leki ziotowe zostaly ujete w zaleceniach jako opcje uzupehiajace
w terapii DGBI, co potwierdza rosnace znaczenie tej grupy lekow w praktyce klinicznej
(Gwee 1 in., 2019; Malfertheiner i in., 2001; Miwa i in., 2012). Przyklady lekow i
suplementéw roslinnych stosowanych w zaburzeniach funkcjonowania przewodu
pokarmowego przedstawiono w Tabeli 4.

Wsrod DGBI szczegodlne miejsce zajmuje zespot jelita drazliwego (IBS), bedacy
jednym z najczeéciej diagnozowanych zaburzen czynnoSciowych przewodu
pokarmowego (Jaafari i in., 2023). Choroba ta charakteryzuje si¢ przewlektym,
nawrotowym przebiegiem oraz zréznicowanym obrazem klinicznym, w ktérym obok
bolu brzucha czesto wystepuja wzdecia, uczucie parcia na stolec oraz zaburzenia rytmu
wyproznien (Saha, 2014). Zgodnie z kryteriami opracowanymi przez Rome Foundation,
IBS dzieli si¢ na cztery podtypy na podstawie dominujacej konsystencji stolca: posta¢
biegunkowa (IBS-D), zaparciowa (IBS-C), mieszana (IBS-M) oraz niesklasyfikowana
(IBS-U). W podtypach biegunkowym i mieszanym istotng role¢ w patogenezie odgrywa
nadmierna aktywno$¢ skurczowa jelit oraz nadwrazliwo$¢ trzewna, prowadzace do
nasilenia percepcji bodzcow bolowych (Lacy i in., 2016).

W terapii IBS, szczegélnie w podtypach charakteryzujacych si¢ wzmozona
aktywnos$cig skurczowg jelit, istotng rol¢ odgrywaja leki spazmolityczne. Spazmolityki
stosowane w terapii zespolu jelita drazliwego zalicza si¢ do dwoch grup
farmakologicznych:  $rodkéw  rozkurczajacych  migénie  gladkie 1 lekéw
antycholinergicznych. Pierwsza grupa obejmuje substancje dzialajace bezposrednio na
migs$nidwke gltadkg przewodu pokarmowego, powodujac jej rozluznienie poprzez wptyw

na mechanizmy kurczliwo$ci komodrkowej (takie jak np. blokowanie kanatow
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wapniowych). Cholinolityki, dziataja glownie poprzez blokowanie receptoréw
muskarynowych uktadu przywspoétczulnego, co prowadzi do zmniejszenia pobudzenia
nerwoéw odpowiedzialnych za inicjowanie i podtrzymywanie skurczow jelit. Oba
mechanizmy skutkujg redukcja czgstotliwosci 1 sity skurczow migsnidwki, fagodzac bol
i dyskomfort u pacjentow oraz poprawiajac ich ogodlne samopoczucie i jakos¢ zycia
(Annahdzi, 2014; Brenner i Lacy, 2021; Martinez-Vazquez i in., 2012).

Biegunka czynno$ciowa (FDr) stanowi odrgbng jednostke kliniczng w obrebie
zaburzen czynnosciowych przewodu pokarmowego i nalezy ja roznicowac z zespotem
jelita drazliwego (IBS). Podczas gdy IBS charakteryzuje si¢ wspotwystepowaniem bolu
brzucha oraz zmian rytmu wyprdznien, w czynnos$ciowej biegunce dominujagcym
objawem jest przewlekta lub nawracajgca biegunka o charakterze czynnosciowym, ktora
nie jest powigzana z istotnymi dolegliwo$ciami bélowymi, cho¢ te moga wystepowaé w
jej przebiegu (Lacy i in., 2016). Podobnie jak w przypadku innych DGBI nie istnieje
jedna uniwersalna nieprawidlowo$¢ patofizjologiczna, ktora mogtaby tlumaczy¢
wystepowanie biegunki czynno$ciowej. Obecnie przyjmuje si¢, ze W jej rozwoju
uczestniczy wiele wspoldziatajacych mechanizméw, takich jak zaburzenia motoryki
przewodu pokarmowego, zaburzenia osi jelitowo-mézgowej, uwarunkowania
genetyczne 1 $rodowiskowe, nastgpstwa przebytych infekcji oraz czynniki
psychospoteczne (Kim i Lim, 2021; Tack, 2012). Mimo, ze bole brzucha nie stanowig
gléwnego objawu, obecno$¢ nadmiernej aktywnos$ci skurczowej mig$niowki gladkiej
moze nasila¢ dyskomfort pacjentéw i poglebia¢ problem biegunki. W tym konteks$cie
zastosowanie lekow spazmolitycznych jest zasadne, poniewaz redukuja one nadmiernie
przyspieszony pasaz oraz sekrecje w jelitach 1 poprawiaja konsystencje stolca (Dellon i
Ringel, 2006). Przyczynia si¢ to nie tylko do ztagodzenia objawow, ale rowniez do
poprawy funkcji jakosci zycia pacjentow.

Zaburzenia motoryki przewodu pokarmowego, w tym nasilenie ich perystaltyki, nie
sa zjawiskiem ograniczonym wylacznie do zaburzen czynnosciowych przewodu
pokarmowego. Stany skurczowe jelit, mogace objawiaé si¢ w postaci bolesnych kolek
jelitowych, towarzysza wielu innym jednostkom chorobowym. Wystepuja m.in. w
przebiegu nietolerancji pokarmowych, zaburzen czynnosciowych wywotanych stresem,
stanéw zapalnych, a takze w okresie rekonwalescencji po zabiegach chirurgicznych w
obrebie jamy brzusznej (Cann i in., 1983; Flasar i Goldberg, 2006; Maev i in., 2018;
Nowak-Wegrzyn i in., 2016). Dolegliwosci te moga znaczaco obniza¢ komfort zycia

pacjenta 1 zaburza¢ jego codzienne funkcjonowanie (American Gastroenterological
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Association, 2015; Enck 1 in., 2017). W wielu przypadkach wymagaja one szybkiej i
celowanej interwencji farmakologicznej, ukierunkowanej na rozluznienie mig$niowki i
przywrocenie prawidlowej perystaltyki. W leczeniu bolu wynikajacego ze stanow
skurczowych jelit istotng rol¢ odgrywaja leki spazmolityczne, ktore naleza do bardzo
czesto stosowanych preparatow farmakologicznych w tej grupie dolegliwosci. Ich
dziatanie prowadzi do rozluznienia mi¢sniowki gladkiej przewodu pokarmowego, a w
konsekwencji do redukcji odczuwanego bolu oraz poprawy komfortu pacjenta (Mousavi
11in., 2023; Miiller-Lissner i in., 2011; Storr i in., 2022)

Cho¢ stosowanie lekow syntetycznych przynosi zakladane rezultaty to pacjenci
zglaszaja wystgpowanie skutkdw ubocznych podczas ich przyjmowania (Nam i in., 2018;
Trinkley i Nahata, 2014). Niezadowalajaca skuteczno$¢ czesci stosowanych terapii oraz
wystepowanie dziatan niepozadanych przyczyniaja si¢ do wzrostu zainteresowania
terapiami alternatywnymi (Tillisch, 2006). W zwiazku z tym oprocz lekow syntetycznych
w leczeniu IBS wykorzystuje si¢ rowniez preparaty pochodzenia roslinnego. Pelnig one
role uzupelniajaca, zwlaszcza w regulowaniu zaburzen motoryki, tagodzeniu bolu
trzewnego czy wzde¢. (Wal i in., 2022).

Do najczgsciej stosowanych w terapii dolegliwosci zZotadkowo-jelitowych
preparatéw nalezy olejek z miety pieprzowej (Mentha Xpiperita). Jego skuteczno$¢ i
profil bezpieczenstwa oceniono w licznych badaniach klinicznych, w tym réwniez z
udziatem pacjentoéw cierpiacych na IBS. Badania wykazaty istotne zmniejszenie nasilenia
objawow, zwlaszcza dolegliwosci bolowych (Cappello i in., 2007; Merat i in., 2009) oraz
zmniejszenie amplitudy skurczy jelit (Shulman i in., 2021). Przeprowadzono réwniez
analiz¢ ekonomiczng stosowania olejku z migty pieprzowej i wykazano oplacalnosé
stosowania tego preparatu w kontekscie spolecznym, co wzmacnia argumenty za jego
wlaczeniem do postepowania terapeutycznego (Weerts 1 in., 2021). Kolejnym, z
powszechnie wykorzystywanych w lagodzeniu dolegliwo$ci ze strony przewodu
pokarmowego, surowcéw roslinnych jest rumianek pospolity (Matricaria
chamomilla L.). Badania wskazuja na jego wyrazne wlasciwosci spazmolityczne,
zwigzane glownie z modulacja przeplywu jondw K* i Ca** w mig$niowce gladkiej
przewodu pokarmowego (Garcia-Giménez i in., 2022; Karim i in., 2010; Mehmood i in.,
2015). Wykazano ponadto jego skuteczno$¢ w redukcji czesto§ci wystepowania wzde€ i
oddawania gazow jelitowych w okresie pooperacyjnym (Salimi Zadak i in., 2023).
Oprocz wplywu na motoryke przewodu pokarmowego, rumianek wykazuje rowniez

wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, antyseptyczne oraz uspokajajace
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(Chauhan i in., 2021), co wspiera jego zastosowanie w terapii zaburzen ze strony uktadu
pokarmowego. Innymi  przykltadami roslin o  potwierdzonym  dziataniu
przeciwskurczowym na mig$niowke gladka jelit s3 m.in. kminek zwyczajny (Carum
carvi), karczoch zwyczajny (Cynara scolymus) czy nagietek lekarski (Calendula
officinalis) (Bashir i in., 2006; Emendorfer i in., 2005; Micklefield i in., 2003).

Skuteczno$¢ obecnie stosowanych preparatow nie eliminuje jednak potrzeby
poszukiwania nowych kandydatow na leki roslinne. Najistotniejszym argumentem jest
zwigkszenie bezpieczenstwa ich stosowania, zwlaszcza biorgc pod uwage tendencje
pacjentow do przyjmowania ich bez konsultacji z lekarzem. Cho¢ fitoterapeutyki sa
powszechnie uwazane za bezpieczne to podobnie jak leki syntetyczne moga wykazywac
dzialania niepozadane, min. hepatotoksyczno$¢ (Quan i in., 2020). Ponad to ich sktadniki
moga indukowa¢ farmakokinetyczne i1 farmakodynamiczne interakcje z lekami
syntetycznymi przyjmowanymi przez pacjenta (Fatima i Nayeem, 2016). Nowe leki
moga potencjalnie zaoferowaé zwigkszony profil bezpieczenstwa, nowe mechanizmy
dziatania czy skuteczno$¢ w leczeniu przypadkéw opornych na dotychczas stosowang
terapig.

Warto$¢ i przydatnos$¢ uzyskanych w niniejszej pracy wynikdéw nalezy rozpatrywaé
w $wietle roznych zaburzen perystaltyki przewodu pokarmowego. Zaczynajac od stanéw
hipermotoryki (np. IBS-D, FDr czy bole skurczowe jelit), w ktérych pozadane jest
dziatanie spazmolityczne, przywracajace prawidlowa kurczliwo$¢ migsniowki bez
ryzyka nadmiernej hipotonii. W tym kontekscie szczegodlnie obiecujace wydaja sie
wycigg metanolowy (CP1) i wyciag 50% metanolowy (CP2) z kwiatostanow Cirsium
palustre. W przeprowadzonych badaniach obydwa wyciagi wykazywaly istotny, zalezny
od dawki i powtarzalny efekt rozkurczowy dla indukowanej ACh kurczliwosci jelita
czczego 1 okreznicy $wini ex vivo. Uzyskane warto$§ci maksymalnego efektu
rozkurczowego CP1 i CP2 w odpowiedzi na ACh wynosza: do ok. 60% w warstwie
podhuznej i okreznej migsniowki jelita czczego 1 warstwie podtuznej miesnidwki
okreznicy oraz nawet do ok. 45% dla mig$nidwki okreznej okr¢znicy wzgledem reakcji
kontrolnej. Ponadto CP1 wykazywal dzialanie spazmolityczne w warstwie podtuzne;j i
okreznej jelita czczego oraz podczas stosowania w niskich stezeniach w mig$niowce
okreznej okreznicy. Silniejsza odpowiedz okr¢znicy przy relatywnie stabszym efekcie ze
strony jelita czczego sugeruje potencjat tagodzenia skurczéw mig$nidwki okreznicy przy
zmniejszonym ryzyku hipomotoryki jelita czczego. Brak pelnej blokady skurczow w

badaniach ex vivo sugeruje niewielkie ryzyko kliniczne paralizu motoryki.
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Wsréd badanych flawonoidéw C. palustre chrysoeriol (CHRY) wykazywat
najsilniejsze  dzialanie spazmolityczne, zaré6wno w warunkach kurczliwosci
spontanicznej jak i indukowanej ACh. Efekt rozkurczowy przy zastosowaniu stg¢zenia
100 uM (co odpowiada stezeniu ok. 0,03 mg/ml) byt silniejszy w przypadku okr¢znicy
(ok. 50% reakcji kontrolnej) niz jelita czczego (ok. 70% reakcji kontrolnej). W
doswiadczeniach z chrysoeriolem wyizolowanym z Artemisia copa Phil. (nalezacej do
rodziny Asteraceae) wykazano jego spazmolityczne dzialanie na mig$nidwke gladka
jelita czczego u szczura (Gorzalczany i in., 2013). Z kolei prace innych autoréw przy
uzyciu CHRY wyizolowanego z aspalatu prostego (Aspalathus linearis; pot. Rooibos)
wykazaly jego dzialanie rozkurczowe na jelito czcze i tetnice gtowng krélika oraz
tchawicg 1 przedsionki serca kawii domowej, wskazujac jako gldwny mechanizm
dziatania rozkurczowego aktywacje kanatow potasowych (K*) (Gilani i in., 2006; Khan
1 Gilani, 2006;). Doniesienia literaturowe pokrywaja si¢ zatem z uzyskanymi wynikami,
potwierdzajac spazmolityczne dziatanie CHRY wobec migéniowki gtadkiej jelit.

W przeprowadzonych badaniach apigenina (API) wykazywatla dziatanie
spazmolityczne wobec skurczow indukowanych ACh w mig$nidéwce podtuznej i okreznej
jelita czczego oraz migsniowce okreznej okreznicy osiggajace w najwyzszym
zastosowanym stezeniu (100 uM, co stanowi ok. 0,027mg/ml) ok. 150% reakcji
kontrolnej. Dziatanie prokinetyczne APl wykazywata rowniez w warunkach aktywno$ci
spontanicznej, poglebiajac site skurczow najsilniej w mig$nidwce podtuznej okr¢znicy -
ok. 170% wzgledem reakcji kontrolnej w stezeniu 100 uM (ok. 0,027mg/ml). Szereg
doniesien opublikowanych na przestrzeni lat potwierdza rozkurczowe dzialanie
apigeniny wzgledem migsniowki przewodu pokarmowego (Gharzouli i Holzer, 2003;
Rotondo 1 in., 2009; Sadraei i in., 2019). Badanie z wykorzystaniem izolowanych
odcinkow jelita czczego kawii domowej wykazalo, ze API dziata rozkurczowo zaréwno
w warunkach aktywnos$ci spontanicznej, jak i indukowanej ACh, dziatajac glownie
poprzez blokade kanatow wapniowych (Ca*") typu L (Lemmens-Gruber i in., 2011). W
badaniu przeprowadzonym przy uzyciu wycinkow jelita kretego szczuréw odnotowano
spazmolityczne dzialanie API wobec skurczow indukowanych KCl i ACh poprzez
hamowanie aktywno$ci kinazy biatkowej C (Sadraei i in., 2018). Dodatkowo jako
nieselektywny i1 kompetycyjny inhibitor fosfodiesteraz, luteolina moze wzmacnia¢
obserwowang aktywnos$¢ spazmolityczng (Yu i in., 2010). Z kolei w badaniach na
wycinkach trawienca 1 dwunastnicy bydla wykazano dwukierunkowe dziatanie

apigeniny. W zalezno$ci od dawki i rodzaju tkanki wykazywata ona efekt zaréwno
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rozkurczajacy jak i1 proskurczowy (Mendel i in., 2017). Wyniki te s3 spdjne z
obserwacjami przedstawionymi w niniejszej pracy. Podkresla to potrzebe dalszej
weryfikacji z wykorzystaniem szerszego panelu modeli zwierzecych, zwlaszcza z mysla
o translacji do lecznictwa ludzi.

Kolejnym flawonoidem, ktéory w toku niniejszych badan charakteryzowat sig
istotnym dziataniem spazmolitycznym jest luteolina (LUT). Zar6wno w warunkach
aktywnos$ci spontanicznej jak i1 kurczliwosci indukowanej ACh luteolina wykazywata
dzialanie miorelaksacyjne na mig¢snidéwke okrgzng jelita czczego oraz migsniowke
podtuzng i okr¢zng okre¢znicy. Efekt ten byt zalezny od dawki i osiagal w najwyzszym
zastosowanym stezeniu (100 uM, ok. 0,029 mg/ml) dla aktywnos$ci spontanicznej
warto§ci do ok. 70% wzgledem reakcji kontrolnej. W przypadku skurczow
indukowanych ACh efekt ten byl nieco silniejszy. Wyjatek stanowila mig¢sniowka
podtuzna jelita czczego, wobec ktérej LUT dzialala silnie prokinetycznie, osiaggajac ok.
120% (praca spontaniczna) oraz ok. 150% (aktywno$¢ indukowana) reakcji kontrolne;.
Dostepne doniesienia literaturowe potwierdzaja wilasciwosci luteoliny wykazane w
niniejszej pracy. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem fragmentow jelita czczego
kawii domowej 1 szczurdw, a takze okre¢znicy myszy jednoznacznie wskazuja na
spazmolityczne dziatanie LUT na migéniowke gladka jelit poprzez blokowanie kanatéw
wapniowych (Ca?") typu L (Fleer i Verspohl, 2007; Sadraei i in., 2018; Yang i in., 2020).
Z kolei doswiadczenie przeprowadzone z uzyciem wycinkéw jelita czczego Swini opisuje
prokinetyczny wplyw LUT na mi¢$nidwke w warunkach aktywno$ci spontanicznej oraz
indukowanej ACh (Mendel i in., 2020). W $wietle réznic zaleznych od gatunku wskazane
jest poszerzenie zakresu badan o inne modele zwierzgce przed podjgciem prob translacji
na cztowieka.

Zestawienie dzialania farmakologicznego z profilem fitochemicznym badanych
wyciggow wskazuje, ze to prawdopodobnie CHRY jest w najwickszym stopniu
odpowiedzialny za spazmolityczne dziatanie CP1 i CP2 na skurcze indukowane ACh,
szczegdlnie w okreznicy. APl wydaje si¢ petni¢ role modulujaca - wspottworzy efekt
spazmolityczny w jelicie czczym 1 mig$nidéwce okreznej okreznicy, natomiast ostabia go
w mig$nidéwce podhuznej okreznicy. Analiza sktadu wyciggéw metoda LC-PDA-HRMS
wykluczyta zawarto§¢ LUT w CP1 i CP2, w zwigzku z czym nie mozna przypisywac jej
udziatu w aktywnosci tych wyciagéw. Wyzsza zawarto§¢ CHRY w CP1 teoretycznie
wskazuje na silniejsze dzialanie tego wyciagu, jednak poréwnywalna lub miejscami

wyzsza skuteczno$¢ CP2 sugeruje udzial innych sktadnikow wyciggu i/lub réznic w ich
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biodostepnosci tkankowej. Pordwnanie sity dziatania miorelaksacyjnego wyciggdéw CP1
1 CP2 z aktywnos$cig CHRY w poréwnywalnych stezeniach wykazalo, ze w zaleznosci
od rodzaju mig$nidéwki oraz warunkow aktywnosci, wyciggi moga osiagac silniejszy
efekt rozkurczowy niz czysty CHRY. Uzyskane wyniki wskazuja wigc, ze aktywno$¢
biologiczna CP1 i CP2 nie moze by¢ ttumaczona jedynie obecnoscia CHRY. Mozna za
tym przyja¢, ze charakter aktywnosci jest wielosktadnikowy i obejmuje wspotdziatanie
obecnych w wyciagach metabolitéw wtornych, ktére wspodlnie moduluja kurczliwosé
migéni gladkich. Na tle innych przebadanych preparatow roslinnych, stosowanych w
leczeniu dolegliwosci przebiegajacych z nasilong perystaltyka jelit, wyciag metanolowy
(CP1) oraz 50% metanolowy (CP2) z C. palustre wypadaja obiecujaco i moga by¢
rozpatrywane jako perspektywiczni kandydaci w terapii.

Poza problemami wynikajacymi ze wzmozeniem perystaltyki jelit warto wspomnieé
takze zaburzenia przebiegajace ze zwolnieniem pasazu jelitowego, ktore obserwuje si¢ w
przypadku czynno$ciowych zapar¢ idiopatycznych (ang. chronic idiopathic constipation,
CIC), na skutek dziatania niektérych lekoéw (np. opioidéw) czy neuropatii cukrzycowe;.
Jednym z podtypow CIC jest inercja jelita grubego (ang. slow transit constipation, STC),
ktora charakteryzuje si¢ obnizeniem efektywnosci skurczow, skutkujace redukcja sity
propulsywnej okreznicy i spowolnieniem pasazu stolca (Waluga, 2021). Cho¢ jest to
najrzadziej wystepujacy rodzaj wsrod CIC to szacuje sig, Ze z problemem tym zmaga si¢
az ok. 2-4% populacji (Vlismas i in., 2024). Tak jak w przypadku pozostatych zaburzen
czynno$ciowych etiologia STC pozostaje nie w pelni wyjasniona, cho¢ wsrod
mechanizmow jego powstawania podaje si¢ zaburzenia immunologiczne (Tornblom i in.,
2007) oraz hormonalne (Sharma i Rao, 2016). O ile w zaparciach wynikajacych z
nadmiernej kurczliwosci jelit uzasadnione jest stosowanie lekéw spazmolitycznych, o
tyle w STC, charakteryzujacym si¢ spowolnieniem motoryki okreznicy, postepowanie to
jest niewskazane. Terapia inercji jelita grubego opiera si¢ przede wszystkim na zmianie
diety 1 stylu zycia (Wtodarczyk i in., 2021). Leczenie farmakologiczne ukierunkowane
jest na rozne cele, w tym czynno$¢ wydzielnicza okreznicy, modyfikacje skladu
mikrobiomu jelitowego oraz poprawe funkcji motorycznej mig$nidwki, przy czym
stosowanie lekow prokinetycznych jest uznawane za najskuteczniejsza forme terapii
farmakologicznej STC (Vlismas i in., 2024). W przypadku niepowodzenia leczenia
farmakologicznego konieczne staje si¢ przeprowadzenie ingerencji chirurgicznej, ktora
polega na wycigciu catkowitym okreznicy (kolektomia) badz wyprowadzeniu stomii

(Vriesman i in., 2019). W leczeniu zapar¢ czynnosciowych stosuje si¢ rOwniez preparaty
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ziotowe, takie jak r6za damascenska (Rosa x damascena), $laz dziki (Malva sylvestris L.)
czy figowiec pospolity (Ficus carica L.). Cho¢ badania wykazaly tagodne dziatanie
prokinetyczne figowca to skuteczno$¢ terapeutyczna omawianych preparatéw roslinnych
wynika przede wszystkim z ich dzialania przeczyszczajacego (Lalitha i in., 2021; Lellis
i1in., 2024; Sadeghi Mansoorkhani i in., 2021).

Wsrod zaburzen przebiegajacych ze spowolnieniem perystaltyki na szczegdlng
uwage zasluguje pooperacyjna niedrozno$¢ porazenna jelit (ang. postoperative ileus,
POI). Stan ten polega na zahamowaniu badz catkowitym zatrzymaniu motoryki jelit po
operacjach w obrebie jamy brzusznej (Venara i in., 2019). Patofizjologia POI ma
charakter wieloczynnikowy, obejmuje dysfunkcje uktadu nerwowego, powstawanie
reakcji zapalnej, zaburzenia elektrolitowe oraz spazmolityczny wptyw anestetykow i
analgetykow (gtownie opioidow). W konsekwencji dochodzi do spadku napedu
propulsywnego 1 opdznienia pasazu tresci (Buscail i Deraison, 2022; Mannava 1 in.,
2024). Komplikacja ta jest czesta i szacuje si¢, ze moze dotykac¢ ona az do 25% pacjentow
po laparotomiach (Chapman i in., 2018). POI zwicksza zachorowalno$¢ pooperacyjng i
poprzez wydluzenie koniecznos$ci hospitalizacji pacjenta znaczaco zwigksza koszty
opieki, co stanowi istotny problemem dla zdrowia publicznego (Asgeirsson i in., 2010).
Pooperacyjna niedrozno$¢ porazenna jelit stanowi rdwniez wyzwanie w medycynie
weterynaryjnej, zwlaszcza w przypadku koni, u ktérych prewalencja POI wynosi do 62%
stwarzajac istotne zagrozenie zycia pacjentow (Lisowski i in., 2018). W leczeniu POI
duza rol¢ odgrywaja strategie niefarmakologiczne, gtownie wczesna rehabilitacja
pacjenta obejmujaca szybka mobilizacje i odpowiednie zarzadzanie ptynami (Khawaja i
in.,, 2022). Warta wspomnienia jest réwniez potwierdzona badaniami wysoka
skuteczno$¢ zucia gumy do zucia w celu stymulacji motoryki jelit po zabiegach (Cui i in.,
2024). W postgpowaniu farmakologicznym gléwnymi kierunkami sa dziatanie
przeciwzapalne oraz prokinetyczne, a do najczgsciej stosowanych w terapii POI lekow
nalezy antagonista receptorow dopaminowych D, - metoklopramid (Buscail i Deraison,
2022). Oprocz lekow syntetycznych w leczeniu pooperacyjnej niedroznos$ci porazennej
jelit stosuje si¢ rowniez fitoterapeutyki. Za szczegdlnie interesujacy uzna¢ mozna
wywodzacy si¢ z tradycyjnej japonskiej medycyny preparat Daikenchuto (DKC), w
ktérego sklad wchodza suszony imbir (Zingiber Boehm.), korzen zen-szenia (Panax
ginseng) 1 owoce zanthoxylum (Zanthoxylum piperitum) (Shimada i in., 2014). Liczne
badania naukowe oraz opisane przypadki kliniczne potwierdzaja pobudzajacy wplyw na

perystaltyke jelit i skutecznos$¢ stosowania tego preparatu w leczeniu POI (Akamaru i in.,
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2015; Kogo 1 in., 2025; Kono i in., 2019). Poza DKC w terapii POI stosuje si¢: rumianek
pospolity (Matricaria chamomilla L.), fenkut wloski (Foeniculum vulgare Mill.) z uwagi
na ich wilasciwos$ci przeciwzapalne (Ghorat i in., 2018; Jourshari i in., 2024) oraz
straczyniec oskrzydlony (Senna alata) wykorzystujac jego dziatanie przeczyszczajace
(Phutsisen i in., 2019).

Coraz wiecej danych wskazuje na korelacje pomiedzy dysfunkcja motoryki
gornego i1 dolnego odcinka przewodu pokarmowego. Zaobserwowano, ze u chorych ze
spowolnionym pasazem okr¢zniczym i dyssynergia defekacyjng istotnie czeSciej
stwierdza si¢ uposledzona akomodacj¢ zotadka oraz opdznione oprdznianie zotadka
(Abdelnaem i in., 2025). Przyktad zaburzenia, w ktérym opdznienie oprdzniania zotadka
przeklada si¢ na wtorne zaburzenia pasazu jelitowego stanowi gastropareza (ang.
gastroparesis, GA) (Bekkelund i in., 2021; Parkman i in., 2022). Jest to stan, w ktorym
opdznione jest oprdznianie zoladka z pokarmoéw statych przy braku niedroznosci
mechanicznej. Klinicznie manifestuje si¢ uczuciem pelnosci po positku, wczesnym
uczuciem sytosci, nudno$ciami, wymiotami i bolem w gornej czesci brzucha (Camilleri i
in., 2022). Z uwagi na przewleklo$¢ choroby oraz charakter objawdéw u pacjentéw
dotknietych gastroparezg stwierdza si¢ istotne pogorszenie jakosci zycia (Parkman i in.,
2021). Wykazano rowniez, ze zaburzenie to stanowi wyrazne obcigzenie finansowe dla
systemu opieki zdrowotnej (Lacy i in., 2018). GA charakteryzuje si¢ zlozonym,
wieloczynnikowym mechanizmem patofizjologicznym, wynikajacym z interakcji
zaburzen motoryki, dysfunkcji neuromig$niowej, osiami hormonalnymi oraz
odpowiedzig immunologiczng (Dimino i Kuo, 2025). Leczenie gastroparezy jest trudne i
wymaga kompleksowego podejscia, ktére obejmuje postepowanie dietetyczne, leczenie
objawowe oraz przyczynowe (Zheng i Camilleri, 2021). Lekami rekomendowanymi
przez American College of Gastroenterology jako terapia pierwszego rzutu w leczeniu
GA sa prokinetyki (Camilleri i in., 2023). Wspomniany wcze$niej metoklopramid,
bedacy antagonista receptoréw dopaminowych jest w tym momencie jedynym lekiem
zatwierdzonym przez Agencje ds. Zywno$ci i Lekéw w terapii gastroparezy. Jego
stosowanie jest natomiast zalecane przez okres maksymalnie 12 tygodni z uwagi na
objawy niepozadane (Camilleri i in., 2022). W$rdd fitoterapeutykow stosowanych w celu
tagodzeniu objawdéw GA wymienia si¢ STW-5 (sktad przedstawiony w Tab. 4),
Rikkunshito (sktad przedstawiony w Tab. 4) i wyciag z imbiru (Zingiber Boehm.).
Doniesienia naukowe potwierdzaja ich skuteczno$¢ w tagodzeniu objawow dyspepsji

czynno$ciowej (FD), jednak dotychczas nie przeprowadzono badah u pacjentow z
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gastropareza, w konsekwencji wnioski dotyczace ich przydatnos$ci w tym wskazaniu maja
charakter posredni i powinny by¢ interpretowane ostroznie (Arai i in., 2011; Oude Nijhuis
iin., 2023; Panda i in., 2020).

W kontek$cie zaburzen zwigzanych ze spowolnieniem badz calkowitym
zatrzymaniem perystaltyki jelit dalsze hamowanie kurczliwosci migsniowki gtadkiej
przewodu pokarmowego jest niewskazane, gdyz moze przedtuzaé powrdt czynnosci
motorycznej. Cho¢ prokinetyki o zréznicowanych mechanizmach dzialania sg
powszechnie stosowane 1 wykazuja dos¢ wysoka skutecznos$¢ w terapii tych schorzen, to
analiza literatury wskazuje towarzyszace im szerokie spektrum dzialan niepozadanych
(Usai-Satta i in., 2022). Stwarza to zatem potrzeb¢ poszukiwania nowych, skutecznych,
a jednoczes$nie bezpieczniejszych lekow. W tym ujeciu wyniki uzyskane w niniejszej
pracy wydaja si¢ wartosciowe i dostarczaja przestanki do dalszych badan. Wszystkie
przebadane frakcje (CP4-6) oraz wyciag wodny (CP3) z C. palustre wywolywaty istotny
efekt prokinetyczny na mig¢$niowke gladka jelita czczego i okreznicy §wini w warunkach
ex vivo, zarbwno w przypadku aktywnos$ci spontanicznej jak i indukowanej ACh (Tabela
9). Wsrod izolowanych flawonoidow najwyzszy potencjal prokinetyczny wykazywat 7-
O-glukuronid apigeniny (A7GLC). Efekt jego dziatania byl homogenny, tj. zarowno w
warunkach aktywnosci spontanicznej jak i indukowanej ACh oraz niezaleznie od odcinka
jelita 1 orientacji migsniowki powodowatl nasilenie kurczliwos$ci. Zaobserwowano, ze
A7GLC silniej wzmagat aktywno$¢ spontaniczng niz skurcze wywotane ACh; efekt ten
byt wyrazniejszy w okreznicy niz w jelicie czczym oraz w warstwie podluznej niz w
okreznej. Maksymalng warto$¢ (ok. 170% reakcji kontrolnej przy zastosowaniu st¢zenia
100 uM, co odpowiada ok. 0,045 mg/ml) osiggnat w stosunku do mie$nidwki podtuzne;j
okreznicy w warunkach aktywnos$ci spontanicznej. W literaturze natomiast, z wyjatkiem
opublikowanych wynikoéw niniejszego badania, brak jest doniesien na temat wptywu
A7GLC na motoryke przewodu pokarmowego (Szadkowska i in., 2023).

CP3 w dawce 0,0001 mg/ml powodowat pobudzenie aktywno$ci spontanicznej
migs$nidwki podluznej jelita czczego, natomiast w wyzszych stezeniach hamowat jej
kurczliwo$¢ (do ok. 50% kontroli). W pozostatych przypadkach powodowat wzmozenie
kurczliwosci spontaniczne;j - silniej dla okreznicy niz jelita czczego oraz dla migsnidwki
okreznej niz podluznej. Wyjatek stanowila mig$niowka podtuzna okreznicy, dla ktorej
nie odnotowano istotnych statystycznie zmian w sile skurczu. Roéznica dziatania
pomiedzy warstwami moze wynika¢ z ich odmiennej reaktywnos$ci cholinergicznej,

spowodowanej réznicami w rozmieszczeniu receptorOw muskarynowych w obrgbie
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warstw (Harrington i in., 2010). Analiza sktadu CP3 metoda LC-PDA-HRMS wykazata,
ze jednym z jego dominujacych metabolitow jest A7GLC. API i CHRY rowniez
zidentyfikowano w CP3, jednak w istotnie mniejszych ilo§ciach. Taki profil skladu
sugeruje, ze prokinetyczne dziatanie CP3 w duzej mierze wynika z obecnosci A7GLC.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze obecno$¢ A7GLC ma istotny udzial w prokinetycznym
dziataniu wyciggu CP3, jednak nie w petni thumaczy jego aktywno$¢. Silniejszy efekt
CP3 w stosunku do mig$nidowki okreznej w poréwnaniu z czystym A7GLC wskazuje, ze
w dzialaniu wyciggu uczestnicza réwniez inne metabolity o zblizonym profilu
farmakologicznym. Z kolei stabsze dziatanie CP3 wzglegdem A7GLC na mig¢$niowke
podhuzng moze §wiadczy¢ o obecnosci zwigzkéw modulujacych efekt A7GLC w sposéb
ostabiajacy. Wskazuje to, ze aktywnos$¢ CP3 jest wynikiem ztozonego wspodtdziatania
wielu metabolitow. Jednocze$nie w przypadku spontanicznej aktywno$ci mig¢sniowki
podtuznej jelita czczego oraz indukowanej ACh aktywnosci mig$nidwki podtuznej
okreznicy obserwacje wskazuje, ze CHRY, mimo nizszej zawarto$ci, moze czg$ciowo
przeciwdziata¢ prokinetycznemu efektowi A7GLC, modulujac odpowiedz w kierunku
rozkurczu.

Frakcja eterowa (CP4) wykazywala istotne dziatanie prokinetyczne na
mig$niowke jelita czczego 1 okreznicy. Efekt w warunkach pracy spontanicznej osiagat
ok. 150% reakcji kontrolnej odpowiednio dla jelita czczego oraz ok. 180% dla
mig$nidowki podluznej i 140% dla mig$nidowki okreznej okreznicy. Kurczliwosé
indukowang ACh wzmacniat do ok. 160% (jelito czcze) i 180% (mig$niowka okrgzna
okreznicy) wzgledem reakcji kontrolnej na ACh. Wyjatek stanowito rozkurczowe
dzialanie wzgledem mig$niowki podluznej okreznicy w przypadku skurczéw
indukowanych ACh, wynoszace do ok. 70% reakcji kontrolnej. Analogicznie do
obserwacji dla CP3, silniejszy efekt frakcji CP4 wobec mig$nidowki okreznej w
poréwnaniu z czystym A7GLC sugeruje udziat dodatkowych metabolitow
wzmacniajacych dzialanie glownego sktadnika. Natomiast stabsza aktywnos¢ CP3
wzgledem A7GLC w odniesieniu do migsniowki podtuznej moze wynikac z obecnosci
zwigzkéw o dziataniu modulujacym, ktore cze$ciowo znosza lub maskujg efekt
pobudzajacy A7GLC. Profil fitochemiczny CP4 wyrdznial si¢ na tle pozostatych
wyciggow 1 frakcji. Frakcja eterowa jako jedyna zawiera LUT, natomiast A7GLC
wystepuje w niej w bardzo niewielkiej ilosci. Niewielka zawarto§¢ A7GLC potwierdza
wiec, ze prokinetyczny efekt CP4 wynika z udzialu innych sktadnikéw o dzialaniu

pobudzajacym, szczegdlnie API.
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Zarowno frakcja octanowa (CP5) jak i n-butanolowa (CP6) wyraznie nasilaty
amplitude skurczow spontanicznych i indukowanych ACh jelita czczego 1 okre¢znicy,
przy czym sita dziatania obu frakcji byta porownywalna wynoszac ok. 150% wzgledem
kontroli. Efekt dziatania obu frakcji byt nieco silniejszy w stosunku do mig$nidwki
podtuznej niz okre¢znej. Ich profile fitochemiczne charakteryzowaty si¢ wysoka
zawartoscia A7GLC, przy jednoczesnym braku API, LUT i CHRY. W wigkszosci
przypadkow sita dziatania czystego A7GLC byta wigksza niz obserwowana dla frakcji
CP3 i1 CP4, co wspiera hipotez¢ o dominujacej roli A7GLC, cho¢ nie mozna wykluczy¢
udzialu innych wspoétwystepujacych metabolitow w modulowaniu jego efektu.

Jak wspomniano wcze$niej - w warunkach aktywnos$ci spontanicznej CP2
powodowato nasilenie sily skurczow jelita czczego i okreznicy. Analiza sktadu wyciggu
wykazala, ze A7GLC jest jego dominujagcym metabolitem. Prawdopodobnie to wtasnie
glukuronid 7-O-apigeniny, wraz z APl odpowiada w znacznym stopniu za prokinetyczny
potencjal CP2 wzgledem spontanicznych skurczéw migéniowki. Wyniki sugeruja
réwniez wigkszy potencjal CHRY do modulacji motoryki migsnidwki jelit w warunkach
kurczliwosci indukowanej ACh.

Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy - szczegdlnie dotyczace frakcji
eterowej (CP4), octanowej (CP5) i butanolowej (CP6) pozyskanych z kwiatostanow
ostrozenia pozwalaja hipotetycznie pozycjonowaé wybrane frakcje jako kandydatéw do
dalszej walidacji w profilaktyce i leczeniu zaburzen motoryki przewodu pokarmowego,
przebiegajacych z obnizeniem kurczliwos$ci. Jednocze$nie, cho¢ literatura opisuje liczne
preparaty roslinne stosowane w tych schorzeniach to w przewazajacej mierze ich
dziatanie nie polega na bezposredniej modulacji perystaltyki. Nie wytania si¢ wigc realna
alternatywa dla syntetycznych lekéw prokinetycznych, lecz raczej potencjalne
uzupetnienie ich dziatania. Na tym tle frakcje C. palustre wyrdzniajg si¢ jako potencjalny
zamiennik dla prokinetykéw syntetycznych.

Poza zdolnoscia do modulacji perystaltyki zidentyfikowane w C. palustre
metabolity posiadaja szereg innych wilasciwosci mogacych nies¢ korzysci w terapii
schorzen przewodu pokarmowego. Liczne doniesienia naukowe potwierdzaja
przeciwzapalne dziatanie flawonoidow. Wielotorowe dziatanie zapalne API polega min.
na ograniczaniu wytwarzania cytokin (TNF-o, IL-18, IL-6, IL-17) i mediatoréw
zapalenia (PGE., NO), zwigkszaniu poziomu przeciwzapalnej IL-10 oraz na

zmniejszaniu degranulacji komorek tucznych (Kumar i in., 2018; Lee i in., 2007; Xia i
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in.,, 2023). Glownym mechanizmem dzialania przeciwzapalnego A7GLC jest
ograniczenie wytwarzania TNF-a i NO (Marrassini i in., 2020). LUT ogranicza
wytwarzanie interleukin (IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17), TNF-a, IFN-f i czynnika
GM-CSF, a takze niektoérych chemokin, w tym prostaglandyn i leukotrienow oraz
moduluje degranulacj¢ komorek tucznych (Aziz i in., 2018). Rowniez CHRY wykazuje
potwierdzone badaniami dziatanie przeciwzapalne poprzez obnizanie poziomu
mediatoréw zapalnych i biatek (min. COX-1 i COX-2) oraz ograniczenie wytwarzania
cytokin prozapalnych, takich jak IL-1p, IL-6 i TNF-a (Moscatelli i in., 2006; Wu i in.,
2020). Obecnos¢ kwasu chlorogenowego wykazano we wszystkich badanych wyciggach
i frakcjach C. palustre. W CP4 jego zawarto$¢ byla umiarkowana, natomiast w
pozostalych stanowit jeden z dominujacych metabolitow. W kontek$cie omawianych
chorob zainteresowanie moga budzi¢ jego wlasciwosci przeciwzapalne oraz
immunomodulujgce. Dowiedziono, ze kwas chlorogenowy hamuje uruchamianie reakcji
zapalnej w komorkach (zwtaszcza szlak NF-kB), co skutkuje zmniejszeniem ekspresji
COX-2 11NOs, a takze produkcji cytokin takich jak TNF-a, IL-1p, i IL-6 (Ruifeng i in.,
2014).

Kolejnym atutem, istotnym w terapii zaburzen ze strony przewodu pokarmowego,
jest udokumentowana w badaniu na myszach zdolno§¢ API do skutecznej naprawy
uszkodzonej bariery jelitowej 1 poprawy stanu uszkodzonej tkanki (Lv i in., 2022).
Dodatkowo wykazano, ze suplementacja API, LUT oraz kwasu chlorogenowego
moduluje sktad i1 réznorodno$¢ mikroflory jelitowej kluczowej do prawidlowego
funkcjonowania jelit oraz osi jelitowo-mézgowej (Fu i in., 2022; Sun i in., 2021; Zheng
iin., 2023).

Nalezacy do flawonoidéw kemferol, ktorego zawarto$¢ odnotowana zostala w
wyciggach metanolowym (CP1), 50% metanolowym (CP2) oraz we frakcji eterowej
(CP4) takze wykazuje dzialanie miorelaksacyjne na mig¢éniowke gladka jelit poprzez
blokad¢ kanaléw wapniowych, co potwierdzaja badania in vitro i in vivo (Nigusse i in.,
2019; Wahid i in., 2022). Z duzym prawdopodobienstwem moze wigc przyczyniac si¢ do
efektu modulujacego kurczliwos¢ wywolywanego przez CP1, CP2 i CP4, natomiast
dalsze badania sg konieczne by potwierdzi¢ t¢ hipoteze. Liczne doniesienia wskazujg tez
na przeciwzapalne dziatanie kemferolu, ktére podobnie jak w przypadku pozostalych
flawonoidow opiera si¢ na zlozonym, wielokierunkowym mechanizmie dziatania
(Garcia-Mediavilla i in., 2007; Kim 1 in., 2010; Palacz-Wrobel i in., 2017). Ponad to

udowodniono tez inne wilasciwosci kemferolu, takie jak dzialanie przeciwlgkowe
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(Aguirre-Hernandez i in., 2010; Grundmann i in., 2009), przeciwalergiczne (Lee 1 in.,
2010) czy przeciwbolowe (Zarei i in., 2020) mogace przynosi¢ korzy$¢ w terapii chorob
uktadu pokarmowego.

Uzyskane dane wskazuja, ze Cirsium palustre jest bardzo obiecujacym
kandydatem w terapii schorzen przebiegajacych z zaburzeniami perystaltyki przewodu
pokarmowego u ludzi. Badane wyciagi (CP1-3) i frakcje (CP4-6) modulowaty
kurczliwo$¢ jelita czczego i okreznicy dwukierunkowo, tj. dzialaly spazmolitycznie
(zwlaszcza wobec skurczow indukowanych ACh) oraz prokinetycznie wykazujac
wyrazng selektywnos$¢ odcinkowsg i warstwowa (Tabela 9). W przypadku aktywnosci
spazmolitycznej brak peilnej blokady skurczow sprzyja korzystnemu profilowi
bezpieczenstwa. Zaleznos¢ sity dziatania od dawki sprzyja personalizacji potencjalne;j
terapii. Jednocze$nie udokumentowane dodatkowe wiasciwosci metabolitow ostrozenia
btotnego adresuja kluczowe sktadowe patofizjologii DGBI, takie jak przewlekty stan
zapalny, dysfunkcja bariery jelitowej czy zaburzenia osi jelitowo-mézgowe;.
Przeciwzapalne dziatanie metabolitow C. palustre sprawia, ze gatunek ten wypada
szczego6lnie perspektywicznie w postgpowaniu przeciwko pooperacyjnej niedroznos$ci
porazennej jelit. Jego potencjalnie plejotropowy profil dziatania pozycjonuje ostrozenia
korzystnie na tle innych lekow roslinnych wykorzystywanych w terapii POI. Potencjalne
dziatanie anksjolityczne czy przeciwbdlowe spowodowane zawarto$cig kemferolu moze
przyczynia¢ si¢ do poprawy komfortu zycia pacjentow cierpigcych z powodu
przewlektych zaburzen ze strony przewodu pokarmowego. Cato§ciowy obraz uzasadnia
dalsza walidacj¢ C. palustre jako kandydata fitoterapeutycznego w terapii chorob
przewodu pokarmowego przebiegajacych z zaburzeniami perystaltyki. Konieczne jest
natomiast przeprowadzenie dalszych, zaawansowanych badan w celu potwierdzenia
stawianych hipotez oraz oceny skutecznosci i bezpieczenstwa wyciagdéw i frakcji z

ostrozenia btotnego.
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6. Podsumowanie wynikow i wnioski
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6.1. Podsumowanie wynikow

1.

Ze 120 g suchej masy kwiatostandw Cirsium palustre uzyskano surowy ekstrakt
metanolowy, ktéry po frakcjonowaniu metoda ciecz-ciecz dat 0,79 g CP4 (0,66%
s.m.), 1,8 g CP5 (1,5% s.m.) oraz 4,41 g CP6 (3,68% s.m.). Catkowita wydajnos¢

procesu wyniosta ok. 5,8% w przeliczeniu na suchg mase surowca.

Z 30 g suchej masy materiatu roslinnego, w wyniku ekstrakcji wspomagane;j
ultradzwigkami, uzyskano trzy ekstrakty catkowite: CP1 (3,92 g; 13,1% s.m.),
CP2 (5,9 g; 19,7% s.m.) oraz CP3 (6,0 g; 20,0% s.m.).

W wyniku analizy LC-PDA-HRMS wyciagdéw 1 frakcji z kwiatostanow C.
palustre zidentyfikowano tacznie 37 zwigzkéw nalezacych glownie do
pochodnych kwasu chinowego oraz flawonoidéw (wolnych jak i

glikozydowanych):

a) CP1 wykazywal zroznicowany profil fenolowy. W zakresie Rt <10 min
dominowaty pochodne kwasow organicznych (1). W przedziale Rt 10 - 30
min obserwowano obecnos$¢ kwasu chlorogenowego (6) oraz jego izomerow
(7-9), a takze A7GLC (25). W zakresie Rt > 30 min obecne byly wolne
flawonoidy: apigenina (34), kemferol (35) i chrysoeriol (36). Dominujacym
zwigzkiem byt niezidentyfikowana substancja o masie = 785 (37).

b) Profil CP2 byt zblizony do CP1, jednak dominujacym zwiazkiem byt A7GLC
(25). Obecny byt réwniez kwas 5-O-kawoilochinowy (6), pochodne
flawonoidowe oraz aglikony (34-36) w zakresie Rt > 30 min. Zwigzek 37 byt
obecny, cho¢ w nizszym stezeniu niz w CP1.

c) Wyciag CP3 charakteryzowat si¢ wysoka zawarto$cia pochodnych kwasow
organicznych (1) oraz estrow kwasu kawowego (6,7) 1 dikawoilochinowego
(19-22). Dominujacym zwigzkiem byt A7GLC (25). Flawonoidy aglikonowe
(34,36) wystgpowaty w sladowych ilosciach, a niezidentyfikowany zwigzek
37 byl nieobecny.



d) Frakcja CP4 zawierala wysokie stgzenie pochodnych kwasu
dikawoilochinowego (21,22) oraz flawonoidéw w formie aglikonow:
luteoliny (33), apigeniny (34), kemferolu (35) 1 chrysoeriolu (36). Zawarto$¢
ATGLC (25) byta $ladowa. Zawartos¢ LUT odréznia CP4 od pozostalych
wyciagow i frakcji.

e) CP5 charakteryzowala si¢ obecno$cia metabolitow o zréznicowanej
polarno$ci. W zakresie Rt 10-30 min dominowaty: kwas 5-O-kawoilochinowy
(6), pochodne kwasu dikawoilochinowego (21,22), flawonoidy
glikozylowane (15-17,23) oraz A7GLC (25), ktory osiagat tu najwyzsza
intensywno$¢. W zakresie Rt > 30 min wyrdznial si¢ intensywny pik
nieznanego metabolitu (37).

f) Frakcja CP6 byla najbogatsza w zwigzki o wysokiej polarnosci. Dominujace
byty pochodne kwaséw organicznych (1). Obecne byly rowniez kwas 5-O-
kawoilochinowy (6), A7GLC (25) oraz inne flawonoidy glikozylowane. Nie
wykryto aglikonow (33-36).

. Przeprowadzone badania wykazaly, ze wyciagi, frakcje oraz wybrane,
wyizolowane flawonoidy z kwiatostanow Cirsium palustre istotnie wplywaty na
spontaniczng aktywno$¢ skurczowa mig$niowki gladkiej wyizolowanych

fragmentow jelita czczego 1 okr¢znicy $wini w warunkach in vitro:

a) Surowy wycigg metanolowy (CP1) wykazywal istotne, zalezne od dawki
dzialanie proskurczowe na mig$niowke podtuzng okrgznicy. W przypadku
mig$niowki okreznej okreznicy wyciag CP1 dziatal spazmolitycznie w
nizszych st¢zeniach, natomiast w najwyzszym zastosowanym stezeniu (0,1
mg/ml) wzmagat spontaniczng aktywno$¢ skurczows.

b) Wyciag CP1 wykazywal zalezny od dawki efekt spazmolityczny na
mig$nidwke podhuzng 1 okrezng jelita czczego.

c) Surowy wyciag metanolowy (CP2) wykazywatl jako jedyny z badanych
wyciagow zawsze dziatanie proskurczowe. Prokinetyczne dziatanie CP2 byto
zalezne od dawki i1 dotyczyto mig$nidwki podiuznej i okreznej okreznicy oraz
migsnidwki podtuznej i okrgznej jelita czczego.

d) Wyciag wodny (CP3) powodowal silne, zalezne od dawki dziatanie

proskurczowe na migsniowke podtuzng i okr¢zng okreznicy.
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g)

h)

)

CP3 jedynie w dawce 0,0001 mg/ml wykazywal znaczace dzialanie
proskurczowe, natomiast w wyzszych dawkach uzyskano efekt
miorelaksacyjny w stosunku do mig$niowki podtuznej jelita czczego. CP3 w
sposob zalezny od dawki nasilal spontaniczng aktywno$¢ motorycznej
mig$niowki okreznej jelita czczego.

Wszystkie poddane analizie frakcje, tj. frakcja eterowa (CP4), frakcja
octanowa (CP5) oraz frakcja n-butanolowa (CP6), w sposob zalezny od dawki
powodowaty wzrost spontanicznej kurczliwosci mieéniowki podiuznej i
okreznej okreznicy oraz migsnidwki podluznej i okreznej jelita czczego.
Apigenina (API) znaczaco zwigkszata sile spontanicznych skurczow
mig$niowki podtuznej okr¢znicy oraz migsnidwki podtuznej i okreznej jelita
czczego. W przypadku migsnidéwki okreznej okreznicy nie odnotowano
statystycznie istotnego wptywu na motoryke.

7-0-glukuronid apigeniny (A7GLC) istotnie nasilat spontaniczng kurczliwo$é
mig$nidwki gladkiej okreznicy i jelita czczego, w sposob zalezny od dawki.
Luteolina (LUT) wykazywala zalezne od dawki, znaczace dziatanie
miorelaksacyjne na mig$niowke podtuzng 1 okrezng okr¢znicy oraz
mig$niowke okrezng jelita czczego. W przypadku warstwy podiuznej migéni
gladkich jelita czczego LUT nasilata jej spontaniczng kurczliwos¢.

Po podaniu chrysoeriolu (CHRY) uzyskano zalezny od dawki, silnie
spazmolityczny efekt zar6wno w przypadku fragmentow okreznicy, jak i jelita

czczego.

. Przeprowadzone badania wykazaty, ze wyciagi, frakcje oraz wybrane flawonoidy

wyizolowane z kwiatostandw Cirsium palustre istotnie wptywaty na aktywnos¢

skurczowa miegéniowki gladkiej wyizolowanych fragmentow jelita czczego i

okreznicy $wini w warunkach in vitro, modulujac jej kurczliwos¢ indukowana

ACh:

a)

CP1 w sposob zalezny od dawki znaczaco zmniejszatl indukowang ACh
kurczliwo$¢ miesniowki podtuznej i okreznej okreznicy oraz jelita czczego

$wini, co $wiadczy o duzym potencjale dziatania antyspasmodycznego.



b)

d)

g)

h)

)

Podobnie podanie CP2 powodowato ostabienie odpowiedzi na ACh, zaréwno
w przypadku mig$nidwki podtuznej 1 okr¢znej okreznicy jak i jelita czczego
$wini.

Dziatanie CP3 na kurczliwo$¢ mig$niowki podtuznej okreznicy $wini
indukowang ACh miato charakter niespecyficzny i nie rdznito si¢ istotnie od
reakcji kontrolnej. W przypadku migsniowki okreznej osiagni¢to dziatanie
wzmacniajace kurczliwo§¢ wywotang podaniem ACh

CP3 nasilat skurcze migsniowki podtuznej jelita czczego indukowane ACh
wylacznie przy najwyzszym zastosowanym stezeniu (0,1 mg/ml), natomiast
w przypadku miesniowki okreznej efekt ten obserwowano w szerszym
zakresie dawek (0,00005-0,1 mg/ml), przy czym jego intensywnos¢ wzrastala
wraz ze stezeniem wyciagu.

Frakcja CP4 zmniejszala odpowiedZz migsniowki podtuznej okr¢znicy na
podanie ACh, co moze by¢ rozumiane jako dziatanie antyspazmodyczne.
Jednoczesnie frakcja CP4 wykazywata dziatanie proskurczowe wzgledem
migs$nidwki okreznej okreznicy oraz obu warstw mig$niowki (podiuznej i
okreznej) jelita czczego.

Frakcja CP5 powodowala istotne nasilenie indukowanej ACh motoryki
migs$nidwki podtuznej i okreznej okreznicy oraz jelita czczego.

Frakcja CP6 wzmagata skurcze indukowane ACh zaré6wno w okreznicy, jak 1
w jelicie czczym, przy czym w przypadku jelita czczego dziatanie to byto
obserwowane wytacznie przy zastosowaniu najwyzszych stezen (0,05 i 0,1
mg/ml).

Podanie API nasilalo indukowang ACh aktywno$¢ jedynie dla warstwy
podtuznej mig$niowki gtadkiej okreznicy. W przypadku migsnidwki okreznej
okreznicy oraz obu warstw mig$ni gladkich jelita czczego uzyskano efekt
spazmolityczny.

A7GLC nasilat w sposéb zalezny od dawki skurcze mig$nidwki okreznicy
oraz jelita czczego, niezaleznie od orientacji wtdkien migsniowych wzgledem
osi dtugiej jelita.

LUT wyraznie ostabiata indukowane ACh skurcze migéni gladkich okreznicy
oraz migsnidowki okreznej jelita czczego w sposob zalezny od dawki. W
przypadku migéniowki podtuznej jelita czczego wykazywata efekt

prokinetyczny, potegujac sit¢ skurczu indukowanego przez ACh.
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k) CHRY wykazywat zalezne od dawki dziatanie antyspazmodyczne, ostabiajac
site skurczu indukowanego przez ACh, na mi¢énie gtadkie okr¢znicy i jelita

czczego.

6.2. Whnioski

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, zZe:
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b)

Cirsium palustre charakteryzuje si¢ wysoka réznorodno$cia metabolitow
wtornych, w szczegdlnosci pochodnych kwasu chinowego i flawonoidow, co

potwierdza jego bogaty i ztozony sktad chemiczny.

We wszystkich wyciggach 1 frakcjach zidentyfikowano glukuronid 7-O-

apigeniny, co moze $wiadczy¢ o jego roli jako markera chemotaksonomicznego.

Roznice w skladzie fitochemicznym poszczegélnych wyciagow 1 frakeji

potwierdzaja skuteczno$¢ zastosowanej metody frakcjonowania.

Zarowno wyciagi 1 frakcje Cirsium palustre, jak 1 badane flawonoidy istotnie
modyfikujg kurczliwo$¢ wycinkow jelit §wini, co czyni je kandydatami na dodatki
paszowe/suplementy diety lub leki, ktore moga by¢ wykorzystane w leczeniu lub

zapobieganiu zaburzeniom motoryki przewodu pokarmowego.

Najbardziej obiecujace zwiagzki o potencjalnym terapeutycznym dziataniu

spazmolitycznym:

Chrysoeriol (CHRY) wykazywal silne, zalezne od dawki dziatanie
spazmolityczne zaréwno wzgledem spontanicznej, jak i indukowanej ACh
aktywnosci skurczowej migéni gladkich jelita czczego oraz okreznicy. Uzyskane
wyniki jednoznacznie wskazuja na jego wysoki potencjal jako kandydata na lek
spazmolityczny.

Luteolina (LUT) hamowata skurcze indukowane ACh w migéniowce gladkiej
okreznicy oraz w warstwie okreznej mig$niowki jelita czczego w sposob zalezny
od dawki. Cho¢ wykazywata réwniez efekt prokinetyczny wzgledem mig$niowki
podhuznej jelita czczego, wptyw ten wydaje si¢ mie¢ ograniczone znaczenie dla

ogblnego dzialania spazmolitycznego.



c)

d)

CP1 (surowy wycigg metanolowy) istotnie hamowat indukowang ACh
kurczliwos¢ obu warstw mie$niowki gladkiej w jelicie czczym i1 okreznicy.
Szczegdlnie wyrazny efekt obserwowano w nizszych stezeniach, co moze
$wiadczy¢ o potencjalnie bezpieczniejszym profilu dziatania spazmolitycznego.
Pomimo wysokiej zawarto$ci apigeniny (API) i 7-O-glukuronidu apigeniny
(A7GLC), wykazujacych dzialanie prokinetyczne, zardowno CPI1, jak i CP2
powodowaty wyrazny efekt spazmolityczny wzgledem indukowanej ACh
aktywnosci skurczowej mig$niowki gladkiej jelita czczego i okreznicy. Moze to
wskazywa¢ na dominujaca aktywno$¢ chrysoeriolu (CHRY) w generowaniu

dziatania spazmolitycznego w modelu skurczéw indukowanych ACh.

Najbardziej obiecujace zwigzki o potencjalnym terapeutycznym dzialaniu

prokinetycznym:

a) Apigenina (API) istotnie zwickszata site¢ spontanicznych skurczow
mig$niowki podtuznej okreznicy oraz obu warstw mig$niowki jelita czczego,
a takze nasilala skurcze mig$niowki podtuznej okreznicy indukowane
acetylocholing. Uzyskane wyniki wskazuja na jej potencjat jako zwiazku
wartego dalszych badan w konteksScie rozwoju lekéw o dzialaniu
prokinetycznym.

b) 7-O-glukuronid apigeniny (A7GLC) wykazywal wyrazne, zalezne od dawki
dziatanie prokinetyczne, nasilajac zarowno spontaniczng, jak i indukowang
acetylocholing aktywno$¢ skurczowa miegéni gladkich jelita czczego oraz
okreznicy. Uzyskane wyniki wskazuja na jego istotny potencjat jako
kandydata do dalszych badan nad substancjami wzmagajacymi motoryke
przewodu pokarmowego.

c) Frakcje octanowa (CP5) i butanolowa (CP6) istotnie wzmagaty zaréwno
spontaniczng jak i indukowang ACh motoryke obu warstw migsniowki
gladkiej w jelicie czczym 1 okreznicy. Wysoka zawarto§¢ A7GLC w obu
frakcjach potwierdza hipotez¢ o jego dominujacej roli w pobudzaniu
kurczliwosci migsniowki gladkiej przewodu pokarmowego.

d) Frakcja eterowa (CP4) w sposdb wyrazny, zalezny od dawki zwigkszala
spontaniczng aktywnos$¢ skurczowa jelita czczego i1 okreznicy oraz

indukowang ACh aktywno$¢ skurczowa jelita czczego (obu warstw) i
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mig$niowki okreznej okr¢znicy, pomimo niskiej zawartosci A7GLC.
Wskazuje to na prokinetyczny potencjat API, ktérej odnotowano wysokie

stezenie w CP4.

7. Biorac pod uwage podobienstwo zastosowanego modelu badawczego do
warunkow in vivo oraz zblizong budowe anatomiczng i fizjologi¢ przewodu
pokarmowego $wini 1 czlowieka - uzyskane wyniki mozna ostroznie
ekstrapolowaé na ludzi, a nastepnie wykorzysta¢ do projektowania przysztych
badan weryfikujacych przydatnos$¢ Cirsium palustre jako suplementow diety

i/lub lekéw w medycynie.
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