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Streszczenie

Hodowla drobiu stanowi dynamicznie rozwijajacy si¢ sektor produkcji zwierzecej, ktory
wedtug danych Organizacji Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa
(FAO), odpowiada za okoto 40% $wiatowej produkcji migsa 1 przewiduje si¢, ze jego
rozw0j bedzie nadal postgpowal. W intensywnej hodowli drobiu i wydajnosci
produkcyjnej zwierzat kluczowa rolg¢ odgrywa zdrowie jelit, gwarantujac prawidlowe
trawienie 1 wchianianie sktadnikow odzywczych. Jednak problemy z funkcjonowaniem
przewodu pokarmowego wystepuja powszechnie u wysokowydajnych linii drobiu
ze wzgledu na bardzo szybkie przyrosty, ktérym towarzyszy wysokie pobranie paszy,
wywierajace presje na funkcjonowanie tego uktadu. Do czynnikéw majacych negatywny
wplyw na zdrowie przewodu pokarmowego zalicza si¢ m.in.: wysoka obsad¢ zwierzat,
stres cieplny, zanieczyszczenie pasz mykotoksynami, obecno$¢ bakterii patogennych
i/lub kokcydidéw, a takze inne sytuacje prowadzace do zwickszonego poziomu stresu
u zwierzat.

W kontekscie zdrowia jelit prowadzi to do blednego kota zaburzen, bedacego kombinacja
ostabionej odpornosci, zwiekszonej przepuszczalnos$ci bariery jelitowej, a takze zaburzen
motoryki przewodu pokarmowego. Skutkuje to utratg sktadnikéw odzywczych, sprzyja
rozwojowi patogenéw oraz utatwia ich przenikanie przez $cian¢ jelita. Ztozonos¢
opisanych zaleznos$ci sprawia, Ze nie istnieje jedno uniwersalne rozwigzanie tego
problemu. Dodatkowo w $wietle obowigzujacych przepisow unijnych, zgodnie
z Europejskim Zielonym Ladem oraz strategia ,,Od pola do stotu” przyjeta w maju 2020,
nalezy dazy¢ do ograniczenia stosowania srodkéw przeciwdrobnoustrojowych w hodowli
zwierzat gospodarskich i poszukiwac alternatywnych metod leczenia 1 poprawy zdrowia
zwierzat.

Produkty pochodzenia roslinnego, w tym roslinne dodatki paszowe stanowig obiecujaca
alternatywe w poprawie zdrowia zwierzat, dzigki swoim wielokierunkowym,
prozdrowotnym witasciwosciom. Moga zatem odegra¢ wazng role¢ w nowoczesnych
strategiach hodowlanych. Réwnocze$nie skuteczno$¢ ich dziatania wymaga
potwierdzenia poprzez wigksza liczbe wiarygodnych badan naukowych. Ze wzgledu na
skomplikowany uktad zalezno$ci wystepujacych w przewodzie pokarmowym badania
wykorzystujace jedynie modele in vitro lub skupiajace si¢ wylacznie na jednej z funkcji
przewodu pokarmowego maja wiele ograniczen. Istnieje zatem uzasadniona potrzeba

rozwijania i wdrazania nowych modeli i metod badawczych. Stad gtéwnymi celami



niniejszej pracy byta kompleksowa ocena wiasciwosci wybranych wyciggéw roslinnych,
poprzez réwnoczesne wykorzystanie badan przesiewowych w warunkach in vitro oraz
badan na poziomie tkankowym w modelu ex vivo. Wykorzystanie modelu ex vivo jest
szczegoblnie istotne ze wzgledu na fakt, ze uwzglednia on tkanki pochodzace od gatunku
docelowego, pozwala takze na zachowanie ich petnej struktury oraz zbadanie réznych
funkcji w warunkach jak najbardziej zblizonych do panujacych in vivo.

Pierwszy z gltownych celow pracy skupiat si¢ na optymalizacji procedury transportu
wycinkow jelita czczego brojlerow kurzych pochodzacych z przemystowego uboju
drobiu oraz charakterystyce pozyskanych z nich eksplantow btony §luzowej w zakresie
parametréw elektrofizjologicznych i transportu wybranych substancji wskaznikowych
w komorach Ussinga. W dostepnych pracach opisujacych wykorzystanie wycinkow jelit
kurczat brakuje bowiem informacji na temat mozliwos$ci i sposobu wykorzystania tkanek
zwierzat pobranych w ubojni. Kolejnym z elementow byly badania przesiewowe
wlasciwosci czterech wyciggow roslinnych: Taraxacum officinale (L.) Weber - korzenia
mniszka lekarskiego; Solidago virgaurea - ziela nawtoci pospolitej; Silybum marianum
(L.) Gaertn - nasion ostropestu plamistego, zawierajacego 80% sylimaryny oraz
Cynara scolymus - ziela karczocha zwyczajnego, zawierajacego 5% cynaryny. Wyciagi
zostaty uzyskane z ro$lin, ktoérych preparaty zostaly dopuszczone do stosowania jako
dodatki paszowe u zwierzat produkcyjnych zgodnie z obowigzujacym prawodawstwem
unijnym. Badania wykonane w warunkach w in vitro miaty na celu oceng ich aktywnosci:
przeciwbakteryjnej, przeciwzapalnej i antyoksydacyjnej oraz wybor dodatku paszowego
do oceny jego wplywu na wybrane funkcje jelita cienkiego w opracowanym modelu
ex vivo. Na podstawie wynikow badan, najbardziej obiecujagcym z dodatkéw okazat si¢
wyciag z Silybum marianum (L.), ktory wykazal najsilniejsze wiasciwosci
przeciwzapalne, przeciwoksydacyjne oraz umiarkowane przeciwbakteryjne wzgledem
bakterii patogennych dla przewodu pokarmowego.

W ostatnim z etapdw przeprowadzonych badan oceniono wplyw wyciggu
z Silybum marianum (L.) na integralnos$¢ i motoryke jelita cienkiego brojleréw kurzych
w modelach ex vivo. Wyciag ten wykazat wtasciwosci cytoprotekcyjne i przeciwzapalne
w badanym modelu tkankowym, a takze silne wtasciwosci modulujace aktywnosé
motoryczng jelit, ktorych charakter 1 sita zalezne byly od badanego odcinka jelita oraz
stosowanego stezenia wyciggu. Przewazajaca reakcja byto nasilenie aktywnosci
spontanicznej mig$niowki gladkiej jelita cienkiego oraz zmniejszenie aktywnosci

skurczowej indukowanej farmakologicznie.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze polaczenie modeli in vitro i1 ex vivo umozliwia
kompleksowa analiz¢ wlasciwosci ekstraktow roslinnych oraz ocene¢ ich potencjalnej
przydatnosci w poprawie zdrowia przewodu pokarmowego brojlerow kurzych.
Silybum marianum (L.), ze wzglgdu na liczne wtasciwosci prozdrowotne moze stanowic
obiecujacy element alternatywnych i1 nowoczesnych strategii ukierunkowanych na
wspieranie zdrowia jelit zwierzat. Jego zastosowanie moze by¢ szczegodlnie korzystne
w profilaktyce 1 terapii zaburzen przebiegajacych ze stanem zapalnym oraz

nieprawidlowg aktywno$cig motoryczng przewodu pokarmowego.
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Summary

Poultry farming is an expanding livestock sector that, according to the Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), accounts for about 40%
of global meat production and is expected to continue growing. In intensive poultry
farming and animal production, maintaining gut health is essential for proper digestion
and nutrient absorption. However, problems with intestinal function are common in high-
yielding poultry lines due to their very fast growth rates, accompanied by high feed intake,
which puts pressure on the digestive system's functioning. Factors that have a negative
impact on the health of the gastrointestinal tract include: high animal density, heat stress,
feed contamination with mycotoxins, the presence of pathogenic bacteria and/or coccidia,
as well as other situations leading to increased stress levels in animals.

In the context of gut health, this leads to a vicious circle of disease, characterised
by weakened immunity, increased intestinal barrier permeability, and gastrointestinal
motility disorders. This results in the loss of nutrients, promotes the development
of pathogens, and facilitates their penetration through the intestinal wall. The complexity
of these processes means that there is no universal solution to this problem. In addition,
in the light of existing EU legislation, in line with the European Green Deal and the Farm
to Fork Strategy adopted in May 2020, efforts should be made to reduce the use
of antimicrobials in livestock farming, and alternative treatment and health improvement
strategies should be implemented.

Plant-based products, including phytogenic feed additives, are a promising alternative
for improving animal health, thanks to their multidirectional, health-promoting
properties, and can play a crucial role in modern breeding strategies. At the same time,
their effectiveness needs to be confirmed by a greater number of reliable scientific studies.
Due to the complex network of dependencies within the gastrointestinal tract, studies that
rely solely on in vitro models or focus on only one of its functions have significant
limitations. There is, therefore, an urgent need to develop and implement new research
models and methods. For this reason, the main objectives of this study are
to comprehensively assess the properties of selected plant extracts through the
simultaneous use of in vitro screening and tissue-level studies in the ex vivo model.
The use of the ex vivo model is particularly important because it utilises tissues from the
target species, allowing for the preservation of their full structure and the study of various

functions under conditions as close as possible to those prevailing in vivo.
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The first of the main objectives of the study focused on the optimization of the procedure
of transport of jejunum sections of broiler chickens from industrial slaughter of poultry
and the characteristics of the mucosal explants obtained from them in terms
of electrophysiological parameters and transport of selected indicator substances
in Ussing chambers. Additionally, the available studies describing the use of chicken gut
sections lack information on the possibilities and methods of utilising animal tissues
collected at the slaughterhouse. Another element was the screening of properties of four
plant extracts: Taraxacum officinale (L.) Weber - dandelion root; Solidago virgaurea -
goldenrod herb; Silybum marianum (L.) Gaertn - milk thistle seeds, containing
80% silymarin, and Cynara scolymus - common artichoke herb, containing 5% cynarin.
The extracts were obtained from plants whose preparations have been approved for use
as feed additives in production animals in accordance with the applicable EU legislation.
The studies performed in vifro aimed to assess the antibacterial, anti-inflammatory,
and antioxidant activity in the in vitro model, as well as to select a feed additive
to evaluate its effects on selected intestinal functions in the developed ex vivo model.
Based on the research results, the most promising additive turned out to be the extract
of Silybum marianum (L.), which showed the strongest anti-inflammatory and antioxidant
effects, as well as moderate antibacterial properties against pathogenic bacteria
of the gastrointestinal tract.

In the final stage of the study, the effect of Silybum marianum (L.) extract on the integrity
and motility of the small intestine in ex vivo models of broiler chickens was evaluated.
This extract demonstrated cytoprotective and anti-inflammatory properties in the studied
tissue model, as well as strong modulating effects on intestinal motor activity, which were
dependent on the examined section of the intestine and the concentration of the extract
used. The predominant response was an increase in spontaneous small intestine smooth
muscle activity, accompanied by a decrease in pharmacologically induced contractile
activity.

The obtained results indicate that the combination of in vitro and ex vivo models enables
a comprehensive analysis of the properties of plant extracts and the assessment of their
potential usefulness in improving the gut health of broiler chickens. Silybum marianum
(L.), due to the numerous health-promoting properties may be a promising element
of alternative and modern strategies aimed at supporting the gut health of animals. Its use
may be particularly beneficial in the prevention and treatment of disorders characterised

by inflammation and abnormal motor activity of the gastrointestinal tract.
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Wykaz stosowanych skrotow

3R — (ang. reduction) zmniejszenie liczby zwierzat wykorzystywanych do badan,
(ang. replacement) zastgpowanie zwierzat przez modele nie odczuwajace cierpien,
(ang. refinement) doskonalenie metodyki w celu minimalizowania cierpienia zwierzat
ABTS — kwas 2,2'-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)

Ach — acetylocholina

AHL - (ang. acyl-homoserine lactones) acylowane laktony homoseryny

AQS — anty-quorum sensing

ATCC - American Type Culture Collection

ATP — (ang. adenosine triphosphate) adenozyno-5'-trifosforan

CVS — (ang. crystal violet staining) test barwienia fioletem krystalicznym

DMEM - (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) modyfikowane podioze Eagle'a
Dulbecco

DMSO - ( ang. dimethyl sulfoxide) dimetylosulfotlenek

DPPH - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

FBS — (ang. fetal bovine serum) ptodowa surowica bydleca

FCR - (ang. feed conversion ratio) wspotczynnik konwersji paszy

Gc — (ang. cellular conductance) przewodno$¢ komorkowa

Gt — (ang. total conductance) przewodno$¢ catkowita

HRP — (ang. horseradish peroxidase) peroksydaza chrzanowa

iNOS — (ang. inducible nitric oxide synthase) indukowana syntaza tlenku azotu

INT — (ang. i1odonitrotetrazolium) chlorek jodonitrotetrazolinowy

Isc — (ang. short-circuit current) prad zwarcia

IT — inhibitor trypsyny

jtk — (ang. CFU — colony forming unit) jednostka koloniotworcza

L15 — (ang. Leibovitz's L-15 Medium) podtoze Leibovitza L-15

LB — (ang. lysogeny broth) bulion lizogenny

LDH - (ang. lactate dehydrogenase, LDH) dehydrogenaza mleczanowa

LOQ - (ang. limit of quantification) limit oznaczalno$ci

LPS — (ang. lipopolysaccharide) lipopolisacharyd

LY — (ang. lucifer yellow) z6t¢ lucyferowa

M K-HS - (ang. modified Krebs—Henseleit buffer) modyfikowany bufor Krebsa—

Henseleita
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MEM - (ang. Minimum Essential Medium) podtoze minimalne

MH - bulion Mueller - Hinton

MIC — (ang. Minimal Inhibitory Concentration) minimalne st¢zenie hamujace
MQSIC - (ang. minimum quorum sensing inhibitory concentration) minimalne
stezenie hamujace quorum sensing

MTT - bromek 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu

NO — (ang. nitric oxide) tlenek azotu

OD - (ang. optical density) gestos¢ optyczna

PBS — ( ang. phosphate-buffered saline) sdl fizjologiczna buforowana fosforanami
QS — Quorum sensing

RF — ( ang. physiological saline) roztwor fizjologiczny

SD — (ang. standard deviation) odchylenie standardowe

Sm — wyciag z Silybum marianum (L.) Gaertn (ostropestu plamistego)

TEER — (ang. transepithelial electrical resistance) przeznabtonkowy opoér elektryczny
TEP — (ang. transepithelial electrical potential) przeznablonkowa réznica potencjatow
TJ — (ang. tight junctions) potaczenia Sciste

TSB — (ang. Tryptic Soy Broth) bulion tryptonowo — sojowy

WE — (ang. Williams' E Medium) podtoze Williamsa E
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1.WSTEP

Przewo6d pokarmowy jest uktadem, ktérego prawidtowe funkcjonowanie jest niezbgdne
do odpowiedniego wchlaniania substancji odzywczych, zapewniajace efektywne
przyrosty, istotne z punktu widzenia intensywnej produkcji drobiu (Awad i in., 2017;
Ducatelle i in., 2023;Wickramasuriya i in.; 2022; Zhu i in., 2021). Jest on réwniez
odpowiedzialny za ochron¢ organizmu przed patogenami i1 innymi szkodliwymi
czynnikami, ktore trafiajg do jego $wiatla ze srodowiska zewnetrznego, a takze odgrywa
istotng rol¢ w ogdlnej odpornosci organizmu (Awad i in., 2017; John i in., 2011; Turner,
2009). Do prawidlowej pracy przewdd pokarmowy musi zachowywaé sprawno$é
w zakresie réznych funkcji: wydzielniczej, motorycznej, immunologicznej, a takze
cechowac¢ si¢ integralng i selektywng bariera jelitowa. Coraz wigcej mowi si¢ roéwniez
o waznej roli bezposredniego oddzialtywania migdzy mikrobiotg i sktadnikami diety,
a przewodem pokarmowym, podkreslajac ich znaczenie dla ogélnego zdrowia jelit
(ang. gut health), a takze catego organizmu (Bischoff, 2011; Ducatelle 1 in., 2023;
Wickramasuriya 1 in.; 2022; Zhu i in., 2021). W zwigzku z tym do zapewnienia
poprawnego funkcjonowania uktadu pokarmowego niezbgdne jest zachowanie
rownowagi pomigdzy wieloma dynamicznymi procesami, co moze by¢ osiagni¢te jedynie
przez calosciowe podejscie do zagadnienia zdrowia przewodu pokarmowego (Bischoff,
2011;  Ducatelle 1 in, 2023; Wickramasuriya 1 in; 2022; Zhu
iin., 2021).

Mimo ze szeroko zakrojone dziatania majace na celu zapobieganie chorobom przewodu
pokarmowego oraz popraw¢ ogolnego zdrowia zwierzat sa niezbedne w intensywnej
produkcji drobiu, jednocze$nie stanowig dla niej bardzo duze wyzwanie (Ducatelle
1 in., 2023). Wedlug Organizacji Narodéow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia
1 Rolnictwa (ang. Food and Agriculture Organization, FAO), szacuje si¢, ze sektor
produkcji drobiarskiej obecnie stanowi okoto 40% $wiatowej produkcji migsa (stan na
2020 rok) i przewiduje sig, ze jego udzial bedzie stale rosnaé. Swiatowa produkcja migsa
drobiowego wzrosta z 9 do 133 milionéw ton w latach 1961-2020, a produkcja jaj
w ciggu ostatnich trzech dekad wzrosta o 150% (FAO). W zwigzku z tym, stoja przed tym
sektorem liczne wyzwania zwigzane z koniecznos$cig osiggni¢cia maksymalnej
efektywnosci, przy zachowaniu wzglednie niskich kosztéw i rownocze$nie zapewnieniu
dobrostanu zwierzat, bezpieczenstwa konsumenta, a takze dazenia do jak najbardziej

zrobwnowazonej 1 przyjaznej Srodowisku produkcji. Jednoczes$nie system hodowli
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nastawiony na wielkotowarowa i wysoce wydajna produkcj¢ wiaze si¢ z narazeniem
zwierzat na stres cieplny, stres wynikajacy z duzego zageszczenia zwierzat oraz stres
oksydacyjny i problemy metaboliczne, co moze prowadzi¢ do stanu zapalnego jelit,
enteropatii oraz zwigkszenia przepuszczalnosci jelit (tzw. ,,leaky gut syndrome”, zespot
jelita przesigkliwego). Zaburzenia te z kolei czgsto prowadza do ostabionego wchtaniania
substancji odzywczych, zmniejszajac tym samym przyrosty zwierzat oraz predysponujac
je do rozwoju zakazen bakteryjnych, wirusowych badz pasozytniczych (Awad i in, 2017;
Ducatelle 1 in., 2023). Utrzymanie zdrowia jelit jest zatem jednym z elementow
niezbe¢dnych dla optymalnego zdrowia organizmu (Awad i in, 2017; Rath 1 in., 2018).
Zdrowie jelit jest wypadkowa wielu wzajemnie oddziatujacych ze soba elementow.
Podobnie procesy prowadzace do zaburzenia pracy przewodu pokarmowego tez
zazwyczaj sg wieloczynnikowe, a wystapienie jednego z problemow prowadzi czgsto
do rozwoju btednego kola wzajemnie napedzajacych si¢ zaburzen, ktore ciezko jest
kontrolowa¢ (Ryc. 1). Powoduje to wigc konieczno$¢ pracy nad metodami zapobiegania

zaburzeniom oraz sposobami poprawy funkcjonowania przewodu pokarmowego.
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Ryec. 1. Gléwne czynniki negatywnie wplywajace na zdrowie przewodu pokarmowego brojlerow kurzych,
w konsekwencji prowadzace do wzrostu przepuszczalnosci jelit oraz zaburzen ich aktywnos$ci motoryczne;j.
Opracowanie wilasne przy pomocy programu BioRender.com.

17



Istotng rolg w tym zakresie moga odegra¢ substancje pochodzenia roslinnego, w tym
ros$linne dodatki paszowe (Latek 1 in., 2022; Oni i in.,2025; Zhu i in., 2021). Ro$liny
lecznicze znane sa z rdéznorodnego 1 wielokierunkowego dziatania (Ryc. 2). Wykazuja
m.in. wilasciwosci: przeciwzapalne, przeciwoksydacyjne, przeciwdrobnoustrojowe,
przeciwpasozytnicze, oraz stymulujace aktywno$¢ trawienng lub apetyt (Famuyide
1 in., 2019; Julian-Flores i in., 2025; Latek i in., 2022; Oni i in.,2025; van Wyk 1 Wink,
2019; Zhu 1 in., 2021). Pofaczenie tych dziatan moze poprawi¢ ogdlng kondycje
1 produktywnos$¢ zwierzat oraz zmniejszy¢ ryzyko zaburzen pracy przewodu
pokarmowego. Moze to takze ograniczy¢ ryzyko infekcji oraz konieczno$ci
wprowadzenia antybiotykoterapii w stadzie. Jest to zgodne z aktualng polityka Unii
Europejskiej oraz zaleceniami na poziomie $wiatowym (polityka jednego zdrowia
»one health”), ktore daza do ograniczenia stosowania antybiotykdw u zwierzat
produkcyjnych i poszukiwania alternatywnych metod profilaktyki i leczenia choréb
zwierzat, a takze poprawy ogdlnego zdrowia zwierzat. Zgodnie z Europejskim Zielonym
Ladem oraz strategia ,,Od pola do stotu” przyjeta w maju 2020 r., do 2030 r. ogdélna
sprzedaz S$rodkow przeciwdrobnoustrojowych w UE dla zwierzat gospodarskich

1 akwakultury ma by¢ ograniczona o 50% (EC, 2020).
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Ryc. 2. Wybrane dziatania roslinnych dodatkow paszowych mogace wptywaé pozytywnie na zdrowie
przewodu pokarmowego brojlerow kurzych.
Opracowanie wiasne przy pomocy programu BioRender.com.
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Zgodnie z zapisami rozporzadzenia (WE) 1831/2003, dodatki paszowe to substancje,
ktore sa celowo dodawane do paszy lub wody, ale nie sa materialem paszowym
ani premiksem. Mogg by¢ stosowane w celu poprawy parametrow: technologicznych,
sensorycznych (wlasciwosci orgnanoleptycznych lub barwy paszy), dietetycznych lub
zootechnicznych (korzystny wptyw na zdrowie zwierzat lub $rodowisko). Pomimo
ze istnieje wiele doniesien o pozytywnym wptywie substancji roslinnych na zdrowie
zwierzat, w tym drobiu, a badania naukowe w tym zakresie stale si¢ rozwijaja,
w wigkszosci przypadkoéw dostepne sg jedynie dane fragmentaryczne: wiele do§wiadczen
koncentruje si¢ na jednym lub dwoch aspektach stosowania danego dodatku,
np. na parametrach zootechnicznych i ubojowych, bez uwzglednienia wpltywu na inne
aspekty funkcjonowania organizmu. Istnieje zatem konieczno$¢ prowadzenia dalszych
badan mogacych wnies¢ nowa wiedz¢ dotyczaca wptywu roslinnych dodatkow
paszowych na zdrowie przewodu pokarmowego. Jednym z celow niniejszej pracy byla
ocena wlasciwosci przeciwzapalnych, przeciwoksydacyjnych i przeciwbakteryjnych
czterech wybranych dodatkéw paszowych, a nastgpnie selekcja najbardziej obiecujacego
z nich do dalszych badan koncentrujacych si¢ na funkcjonowaniu przewodu
pokarmowego brojleréw kurzych w zakresie aktywnosci motorycznej jelit oraz
przepuszczalnosci bariery jelitowej. Mialo to na celu uzyskanie kompleksowego obrazu

przedstawiajacego wlasciwosci wybranego dodatku paszowego.

Do badan zostaty wybrane cztery wyciagi roslinne, z: Taraxacum officinale (L.) Weber -
korzenia mniszka lekarskiego; Solidago virgaurea - ziela nawloci pospolitej; Silybum
marianum (L.) Gaertn - nasion ostropestu plamistego, zawierajacy 80% sylimaryny oraz
Cynara scolymus - ziela karczocha zwyczajnego, zawierajacy 5% cynaryny. Wyciagi
zostaly uzyskane z roslin, ktorych preparaty zostaty dopuszczone do stosowania jako
dodatki paszowe u zwierzat produkcyjnych zgodnie z obowigzujacym prawodawstwem
unijnym (rozporzadzenie (WE) 1831/2003 Rejestr dodatkéw paszowych Unii
Europejskiej, Aneks I; z pdzniejszymi zmianami). Wyciagi roslinne stosowane jako
dodatki do paszy nie sg czystymi, wyizolowanymi substancjami, ale produktami
zawierajagcymi rozpuszczalng frakcje zwigzkéw  ekstrahowanych woda lub
rozpuszczalnikami organicznymi. Frakcja ta zawiera wigkszo$¢ substancji czynnych
wystepujacych w materiale ro§linnym, co zapewnia wysokie stezenie metabolitow
wtornych w wyciggu i umozliwia jego silne, wielokierunkowe dziatanie (van Wyk 1 Wink,

2019). Wigkszos¢ metabolitow wtornych moze dziala¢ w sposdb wielokierunkowy,
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poniewaz wiele z nich zawiera wigcej niz jedng farmakologicznie aktywna grupe
chemiczng, a sam wyciag stanowi mieszaning réznych biologicznie czynnych zwigzkéw
(Heinle 1 in., 2006; van Wyk 1 Wink, 2019).

Taraxacum officinale (mniszek lekarski) moze by¢ wykorzystywany w zywieniu, jako
element pokarmu, bogaty w sktadniki odzywcze i witaminy, a takze jako ros$lina
lecznicza. Tradycyjnie, w konteks$cie zdrowia przewodu pokarmowego, stosowany byt
jako $rodek pobudzajacy apetyt oraz w leczeniu dolegliwosci zotagdkowo-jelitowych
(Di Napoli 1 Zuchetti, 2021; Jiang i Cock, 2024; van Wyk 1 Wink, 2019). Wykazuje,
migdzy innymi, dzialanie moczopedne, przeciwzapalne, immunomodulujace,
przeciwdrobnoustrojowe, z6lciopedne, przeciwcukrzycowe 1 przeciwutleniajgce
(Di Napoli i Zuchetti, 2021; van Wyk i Wink, 2019). Istnieje niewiele badan in vivo
dotyczacych jego wplywu na zdrowie drobiu, jednak dostepne dane literaturowe
wskazuja na korzystny wptyw preparatéw z Taraxacum officinale na przyrosty brojlerow
kurzych, parametry produkcyjne oraz morfologi¢ blony s$luzowej jelit (Arczewska-
Wiosek i in., 2023).

Solidago virgaurea L. (nawto¢ pospolita) jest dobrze znang rosling leczniczg w Europie
i innych regionach $wiata. Jej cze$ci nadziemne byly tradycyjnie wykorzystywane
w leczeniu schorzen drog moczowych, jako $rodek przeciwzapalny oraz zewngtrznie
do leczenia ran i oparzen (Paun i in. , 2024; Fursenco i in., 2020; van Wyk 1 Wink, 2019).
Doniesienia naukowe wskazuja na jej potencjalne, dos¢ liczne, wlasciwosci
prozdrowotne,  obejmujace: dziatanie = przeciwutleniajgce,  przeciwzapalne,
przeciwbolowe, rozkurczowe, przeciwnadci$nieniowe, moczopedne,
przeciwdrobnoustrojowe, cytotoksyczne, przeciwnowotworowe, przeciwcukrzycowe,
kardioprotekcyjne oraz przeciwstarzeniowe (Fursenco i in., 2020; van Wyk 1 Wink, 2019).
W wigkszosci wypadkow brakuje jednak rzetelnych badan naukowych potwierdzajacych
te doniesienia (Fursenco 1 in., 2020). Nie ma takze wielu prac naukowych zwigzanych
z wptywem Solidago virgaurea L. na zdrowie drobiu.

Silybum marianum (L.) Gaertn (ostropest plamisty) jest dobrze znang rosling stosowang
zarOwno w zywieniu, jak i w medycynie, przede wszystkim w terapii chordéb watroby
1 drog zotciowych, dzigki czemu zyskala ona szerokie zainteresowanie w badaniach
naukowych. Obszerna praca przegladowa autorstwa Wang i wsp. (2020) podsumowuje
wysokiej jakosci badania naukowe dotyczace wiasciwosci farmakologicznych oraz
mechanizmow dziatania Silybum marianum (L.). Wedtug tych badan, S. marianum (L.)

wykazuje szeroki zakres korzystnych efektow prozdrowotnych, obejmujacych dziatanie:
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hepatoprotekcyjne, przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe, kardioprotekcyjne,
neuroprotekcyjne, ochronne dla skory oraz przeciwcukrzycowe (van Wyk 1 Wink, 2019;
Wang i in., 2020). Ponadto roslina ta wykazuje dziatanie przeciwoksydacyjne oraz
przeciwzapalne (Khazaei i in., 2022; van Wyk 1 Wink, 2019; Wang i in., 2020).

Ze wzgledu na szeroki zakres potencjalnych korzysci zdrowotnych zwigzanych
ze stosowaniem S. marianum (L.), ostropest plamisty stanowi interesujaca perspektywe
w kontekscie alternatywnych metod leczenia oraz wspomagania zdrowia zwierzat,
co uzasadnia potrzebe¢ dalszych, poglebionych badan w tym zakresie.

Cynara scolymus (karczoch zwyczajny) jest szeroko wykorzystywany zaréwno
w zywieniu, jak i ziotolecznictwie ze wzgledu na swoje prozdrowotne wiasciwosci.
Podczas gdy koszyczki kwiatowe karczocha sa najcze$ciej stosowane w celach
kulinarnych, preparaty z liSci C. scolymus  sa powszechnie wykorzystywane
w produktach leczniczych (Ayuso, i in., 2024; Porro, i in., 2024; van Wyk i Wink, 2019).
Wiasciwosci terapeutyczne karczocha byly znane juz w czasach starozytnych, kiedy
stosowano go w leczeniu zaburzen watroby i1 przewodu pokarmowego (Ayuso
1 in., 2024). C. scolymus wykazuje dzialanie przeciwzapalne, przeciwutleniajace,
hepatoprotekcyjne, zotciopedne, przeciwbakteryjne, obnizajace poziom lipidow oraz
neuroprotekcyjne (Ayuso i in., 2024; Porro i in.; 2024; van Wyk i Wink, 2019). Dzi¢ki
wysokiej zawartosci sktadnikéw odzywczych 1 swoim prozdrowotnym wiasciwosciom
Cynara scolymus uznawany jest za obiecujacy sktadnik wspierajacy ogdlng kondycje
organizmu.

Wszystkie z opisanych powyzej roslin byly w przesztosci tradycyjnie stosowane
w medycynie do leczenia dolegliwosci uktadu pokarmowego i istnieja przestanki
wskazujace na ich korzystne dziatanie w tym zakresie (European Medicines Agency
(EMA), 2008, 2018a, 2018b, 2021). Uzasadnia to celowo$¢ badania ich wpltywu
na funkcjonowanie przewodu pokarmowego brojleréw kurzych.

Ponadto, wszystkie te rosliny, wystepuja powszechnie w Europie, dzigki czemu materiat
ros$linny jest tatwo dostgpny i nie wymaga specjalnej uprawy. Ten aspekt stanowit
dodatkowe kryterium wyboru wyciaggow do badan, poniewaz spelnia potrzeby
zrownowazonej produkcji, eliminujgc konieczno$¢ importu materiatu roslinnego z innych
regiondw $wiata. RoOwnocze$nie, pomimo powszechnego wystepowania roslin
stanowigcych Zrodto do wytwarzania badanych wyciggdéw ro$linnych, stosowanych
w produkcji drobiu oraz doniesien na temat ich korzystnego wptywu na zdrowie zwierzat,

nawet tak powszechnie stosowane rosliny lecznicze jak ostropest plamisty lub karczoch
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nie s3 w wystarczajacym stopniu opisane w konteks$cie hodowli i zdrowia drobiu. Jednym
z celéw pracy byta wigc ocena prozdrowotnych aktywnosci wybranego (na podstawie
przesiewowych badan in vitro) dodatku paszowego na przewod pokarmowy brojlerow
kurzych.

Brojlery kurze stanowia szczeg6lng grupe zwierzat gospodarskich, charakteryzujaca si¢
wyjatkowo szybkim tempem wzrostu oraz metabolizmu (Awad i in, 2017; Ducatelle
11n., 2023). Z drugiej strony, w wielu szczegodlnie starszych w badaniach, te wyjatkowe
cechy brojlerow kurzych byly czesto pomijane i omawiano je tgcznie z innymi
zwierzgtami monogastrycznymi, takimi jak $winie, mimo ze ptaki, jako gromada,
znaczgco roznig si¢ od ssakow pod wzgledem anatomicznym i fizjologicznym (Scanes,
2020). Cho¢ roznice te sg powszechnie znane, w wielu przypadkach nie uwzgledniano
ich w wystarczajacym stopniu, co prowadzito do uproszczonych zatozen dotyczacych
podobienstw miedzygatunkowych (Scanes, 2020). Tymczasem obecny stan wiedzy
jednoznacznie wskazuje na konieczno$¢ prowadzenia badan z uwzglednieniem specyfiki
gatunku docelowego. Takie podejscie pozwala na rzetelng ocene badanego zjawiska oraz
minimalizuje ryzyko btedow wynikajacych z niewlasciwej ekstrapolacji danych
migdzygatunkowych. W zwiazku z tym celowe i1 uzasadnione jest stosowanie modeli
eksperymentalnych mozliwie najlepiej odzwierciedlajacych warunki panujace u gatunku
docelowego, co zwigksza wiarygodno$¢ 1 uzyteczno$¢ uzyskanych wynikow. Z drugiej
strony wzgledy etyczne, a takze obowigzujace prawodawstwo i oczekiwania opinii
publicznej naktadajg na badaczy na terenie Unii Europejskiej obowigzek ograniczania
wykorzystania zwierzat do doswiadczen do celow naukowych, a takze wykorzystywania
alternatywnych modeli badawczych spelniajacych zatozenia zasad 3R (rozporzadzenie
(WE) nr 1907/2006; rozporzadzenie (WE) nr 1272/2008; dyrektywa 2010/63/UE).
Zasady 3R zostaly po raz pierwszy opracowane przez Russella i Burcha (1959)
1 oznaczaja zmniejszenie liczby zwierzat wykorzystywanych do badan (ang. reduction),
zastepowanie ich przez modele nie odczuwajgce cierpien (ang. replacement)
1 doskonalenie metodyki w celu minimalizowania cierpienia zwierzat (ang. refinement).
W zwigzku z tym, w badaniach naukowych, zwlaszcza przesiewowych, powszechnie
wykorzystywane sg eksperymentalne modele komorkowe 1 tkankowe, ktore pozwalajg

spetni¢ wszystkie z zasad 3R (Latek 1 in., 2020).

W przypadku prac eksperymentalnych skupiajgcych si¢ na procesach wchlaniania

1 transportu substancji, przepuszczalnosci bariery jelitowej 1 metabolizmu ksenobiotykow
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powszechnym modelem badawczym sa ustalone lub pierwotne linie komérkowe (Lea,
2015; Xu, 2021). Wykorzystywane linie komorkowe moga wywodzi¢ si¢ z komorek
nowotworowych np. Caco-2 (komoérki raka jelita cienkiego czlowieka),
HT-29 (komorki raka jelita grubego cztowieka), badz z prawidlowych komorek przewodu
pokarmowego zwierzat np. IEC-6 (komorki jelita cienkiego szczura) czy IPEC-J2
(komorki jelita cienkiego prosiat). Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze komorki linii
nowotworowych réznig si¢ w zakresie metabolizmu 1 morfologii od komorek
prawidtowych (Yuan 1 in., 2015). Z drugiej strony, w przypadku kultur pierwotnych
czesto napotykano na trudnosci zwigzane z ich pozyskaniem, co prawdopodobnie
wynikato z niedostatecznej znajomosci metod izolacji komoérek z tkanek danego gatunku,
warunkow hodowli oraz stosowania pozywek o odpowiednim sktadzie (Chopra
11n., 2010). W efekcie przez wiele lat brakowalo sprawdzonych 1 wystandaryzowanych
protokotow do izolacji komorek przewodu pokarmowego drobiu, badz istniaty nieliczne,
opracowane jedynie dla wybranych gatunkéw zwierzat (Chopra i in.,2010; Yuan
1 in.,2015). Ponadto do niedawna nie bylo powszechnie dostepnych ustalonych linii
komorek pochodzacych z przewodu pokarmowego kurczat, a dopiero w ciggu ostatnich
lat pojawily si¢ prace opisujace protokoly pozyskiwania kultur pierwotnych od tych
zwierzat (Rath i in., 2018; Yuan i in., 2015; Velge i in.,2002). Wykorzystanie linii
komodrkowych pochodzacych od innych gatunkéw zwierzat moze powodowaé problemy
z ekstrapolacja wynikow, nie tylko wynikajace z réznic migdzy warunkami in vitro
a in vivo, ale rowniez z powodu roznic miedzygatunkowych. Nalezy podkreslic,
ze hodowla pojedynczego rodzaju komorek, np. jedynie enterocytdw, nie jest w stanie
w pelni odwzorowa¢ skomplikowanej struktury oraz zaleznosci wystepujacych
w przewodzie pokarmowym. W badaniach analizujacych funkcjonowanie bariery
jelitowej wykorzystanie wytacznie enterocytéw stanowi znaczace uproszczenie (Lea,
2015). Wprawdzie gtownym elementem bariery rzeczywiscie jest nabtonek, w ktorym
enterocyty polaczone, miedzy innymi, przez potaczenia $ciste (ang. tight junctions)
stanowig okolo 80% komorek, to jednak bariera ta obejmuje rowniez warstwe $luzu,
mikrobiotg, komorki kubkowe, Panetha, enterochromatofilne, komorki M oraz blaszke
wlasciwa, zawierajacg tkanke limfatyczna, taczng oraz sie¢ neuronoéw (Latek 1 in.,2020;
Latek 1 in.,2022; Turner, 2009; Wegrzyn i in.,2017). Warto réwniez zauwazyc,
ze w hodowlach z duza liczba pasazowan komorki nabtonkowe czesto traca swoje
wlasciwos$ci funkcjonalne, pomimo Ze nadal ulegaja podziatom (Chopra i in., 2010).

Ponadto, cho¢ model hodowli komorek nablonkowych jest szeroko stosowany do oceny
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funkcji bariery jelitowej, posiada on ograniczenia w badaniu interakcji
migdzykomodrkowych, szczegolnie dotyczacych uktadu odpornosciowego (Lea, 2015;
Zhang i in., 2017).

Lepszym narzedziem pozwalajagcym na odtworzenie warunkéw doswiadczalnych
w sposob jak najbardziej zblizony do panujacych w organizmie przyzyciowo jest
wykorzystanie modeli tkankowych ex vivo, ktore uznaje si¢ za kompromis pomigdzy
modelami in vitro a warunkami in vivo (Latek 1 in, 2020; Xu, 2021). Pozwalaja one
na zachowanie pelnej struktury badanej tkanki, a jednocze$nie $cistej kontroli warunkow
przeprowadzania do§wiadczen w zakresie poszczegolnych parametrow inkubacji (czasu
trwania, temperatury, rodzaju i sktadu zastosowanego buforu inkubacyjnego), a takze
stezenia badanej substancji (Latek i in, 2020; Xu, 2021). W modelach tkankowych,
fatwiej niz w modelach komoérkowych wykorzysta¢ material z gatunku docelowego,
a wigc wyeliminowaé¢ trudnosci wynikajace z miedzygatunkowej ekstrapolacji

uzyskanych wynikow.

Jesli planowane badania majg mie¢ charakter kompleksowy, to w przypadku do§wiadczen
wykorzystujacych wycinki jelit brojleréw kurzych nalezy rozwazy¢ dwa gtowne modele
eksperymentalne oparte na tkankach przewodu pokarmowego w warunkach ex vivo.
Pierwszym z nich sa wypreparowane skrawki btony §luzowej jelita czczego (eksplanty),
inkubowane w komorach Ussinga, w celu przeprowadzania badan zwigzanych
z przepuszczalnos$cia 1 integralno$cig bariery jelitowej. Drugi model stanowig segmenty
roznych odcinkéw jelita cienkiego inkubowane w komorach Schulera do badania

narzadéw izolowanych, gtownie w celu oceny aktywnosci motorycznej.

W komorach Ussinga wycinki jelit umieszczone sa w komorze w taki sposob, ze dziela
ja na dwie czg$ci, odpowiadajace $wiathu jelita oraz stronie zewnetrznej (przydance)
(Ryc. 8). Wykorzystanie komory Ussinga pozwala na pomiar parametréw
elektrofizjologicznych §luzowki, ktore bezposrednio zwigzane sg z przeptywem jonow
poprzez warstwe nablonka jelita, takich jak: przeznabtonkowy opor elektryczny
(ang. transepithelial electrical resistance, TEER), przewodnos¢ catkowita (Gt)
1 komoérkowa (Gc), czy przeznabtonkowa rdznica potencjatow (ang. tramsepithelial
electrical potential, TEP) oraz prad zwarcia (Isc) (Clarke, 2009). Wykorzystanie tego
modelu pozwala takze na ocen¢ transportu wybranych substancji znacznikowych lub

badanych (np. lekow) przez te warstwe jelita. Odpowiedni dobor substancji
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wskaznikowych pozwala na ocen¢ wlasciwosci nabtonka zwigzanych z transportem
droga mie¢dzykomodrkowa np. przy wykorzystaniu mannitolu lub przezkomoérkowa,
np. przy wykorzystaniu kofeiny. Model ten pozwala takze na ocene efektu biologicznego
substancji zaréwno dzialajacej bezposrednio w $§wietle przewodu pokarmowego poprzez
kontakt z blong $luzowa, jak i takiej, ktora po dystrybucji w organizmie dociera do tkanek
uktadu pokarmowego za posrednictwem krazenia, wptywajac na rdzne elementy bariery

jelitowej (Latek 1 in, 2020).

Szczegolnie wazny dla oceny szczelnoSci bariery jelitowej jest transport
mig¢dzykomodrkowy regulowany gtéwnie przez potaczenia $ciste (Awad i in., 2017; John
1 in., 2011; Turner, 2009). Rozszczelnienie tych potaczen moze by¢ efektem dziatania
réznych czynnikow takich jak stan zapalny, stres oksydacyjny (John i in., 2011; Turner,
2009) lub bezposrednia modulacja TJ poprzez patogeny. Zjawiska te zostaty szeroko
opisane w odniesieniu do brojleréw kurzych przez Awad i wspolpracowanikow (2017)
w przypadku infekeji indukowanych np. przez enteropatogenng E. coli oraz Salmonella
spp. Utrata szczelno$ci TJ 1 zwigkszenie przepuszczalnos$ci bariery jelitowej
w opisywanym modelu wigze si¢ ze spadkiem wartosci TEER oraz zwigkszeniem
transportu substancji wskaznikowych droga migdzykomoérkowa (Awad i in., 2017; John
1 in., 2011). W warunkach in vivo jest to zwigzane z wystgpieniem wspomnianego
wczesniej zespolu jelita przesigkliwego, co prowadzi do stanu zapalnego jelit, stresu
oksydacyjnego poglebiajacego wystepujace uszkodzenia §luzoéwki, a takze pozwala na
przenikanie patogenow i toksyn do wnetrza organizmu (Awad 1 in., 2017; Johniin., 2011;

Turner, 2009). Zostalo to schematycznie przedstawione na rycinie 3.
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Ryc. 3. Schemat przedstawiajacy sprawna barier¢ jelitowa — po lewej stronie oraz uszkodzona bariere
jelitowa — po prawej stronie.

Opracowanie wlasne przy pomocy programu BioRender.com.

Drugi z wykorzystanych modeli, oparty na inkubacji wycinkéw jelita w komorach
Schulera, stluzy gléwnie do badan aktywnosci motorycznej mig$niowki jelita, dzieki
zapewnianej przez ten uktad do§wiadczalny mozliwosci odbioru sygnalu zmiany napigcia
(warunki izometryczne) lub zmiany dlugos$ci (warunki izotoniczne) kurczacej sie
1 relaksujacej migsniowki. Co istotne, ten model eksperymentalny umozliwia badanie
aktywno$ci motorycznej migsniowki pozbawionej wptywu osrodkowego ukladu
nerwowego, ktory w warunkach in vivo moze by¢ modulowany m.in. przez stres czy
dzialanie hormonéw (Latek i in., 2020). Zaburzenia motoryki przewodu pokarmowego,
zwlaszcza przebiegajace z przyspieszeniem pasazu jelitowego, czgsto towarzysza stanom
zapalnym 1 infekcjom w obrgbie przewodu pokarmowego. Moga dodatkowo przyczyniac¢
si¢ do wystgpienia lub poglebienia zaburzen dotyczacych proceséw trawienia,
wchlaniania sktadnikow odzywczych oraz utrzymania homeostazy mikrobiomu
jelitowego (Postuszny i in., 2023). Wobec tego zapewnienie prawidtowej aktywnos$ci
motorycznej przewodu pokarmowego, obok szczelnej i selektywnej bariery jelitowe;,
stanowi wazny element w utrzymaniu zdrowia przewodu pokarmowego, dobrostanu
zwierzat oraz ograniczaniu strat ekonomicznych ponoszonych przez hodowce. Dlatego
ocena wplywu wybranego wyciagu roslinnego na aktywnos$¢ motoryczna jelit stanowito

kolejny istotny cel niniejszej pracy.
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W obu przypadkach do do§wiadczen wykorzystano wycinki jelita cienkiego, poniewaz
stanowi ono najwazniejszy odcinek przewodu pokarmowego ze wzgledu
na intensywno$¢ wchlaniania substancji odzywczych, na przyktad az 63% aminokwasow
ulega wchtanianiu tej czesci (Ducatelle 1 in., 2023; Kamil 1 in., 2024; Sohel i in., 2019).
Segment ten pelni réwniez kluczowa role w funkcji ochronnej przewodu pokarmowego,
zarowno ze wzgledu na fizyczng barier¢ nabtonkowa, jak i obecnos$¢ elementow uktadu
odpornosciowego (Ducatelle 1 in., 2023). Ponadto, jak wspomniano wczes$niej, szybki
wzrost oraz wysokie pobranie paszy wywierajg ogromng presj¢ na przewod pokarmowy

brojlerow kurzych, a w szczego6lnosci na jelito cienkie (Ducatelle i in., 2023).

Opisane powyzej modele doswiadczalne byty stosowane z powodzeniem w badaniach
prowadzonych w Zakladzie Farmakologii i1 Toksykologii Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej SGGW (IMW SGGW), w ktorych wykorzystywano tkanki réznych
gatunkow zwierzat. W przypadku badan aktywno$ci motorycznej pochodzily one
od: szczura (Chtopecka i in. 2007; Mendel i in. 2011), bydta (Mendel i in. 2016a, 2016b),
swini (Mendel i in. 2020), owcy (Postuszny i in., 2025) oraz kury (Postuszny i in., 2023),
a do badan w komorach Ussinga wykorzystywano wycinki jelit §win (Mendel i in. 2019;
Mendel i in., 2022). Bardzo waznym aspektem prowadzonych badan byt takze fakt,
ze w przypadku zwierzat gospodarskich — §win, bydta, kur, owiec wycinki pobierane byty
od zwierzat poddawanych przemystowemu ubojowi. Dzigki takiemu podej$ciu mozliwe
byto zachowanie wszystkich zasad 3R oraz prowadzenie do§wiadczen w jak najbardziej
etyczny sposob, przy zachowanym statym dostepie do badanego materiatu. Dla uprzednio
wykorzystywanych ~w  do$wiadczeniach wycinkéw narzadoéw, pochodzacych
od konkretnych gatunkéw zwierzat, istnieja wobec tego juz wczesniej opracowane,
odpowiednie protokoly doswiadczalne. W odniesieniu do kurczat brojlerow, w Zaktadzie
Farmakologii 1 Toksykologii SGGW nie prowadzono dotychczas badan
z wykorzystaniem wycinkéw przewodu pokarmowego tych zwierzat w komorach
Ussinga. Chociaz w literaturze naukowej dostgpne sg dane dotyczace zastosowania tego
typu modelu (Amat i in., 1999; Awad 1 in., 2008; Awad i in., 2010; Baskara 1 in., 2021;
Grubb 1 in., 1986, Metzler-Zebeli i in., 2017; Rehman 1 in., 2009; Ruhnke 1 in. (2013),
zgodnie z najlepsza wiedza autorki, nie opisano dotad badan wykorzystujacych tkanki
pozyskiwane z przemystowego uboju drobiu. Dodatkowo, w dotychczas opublikowanych
pracach wystgpuja znaczne rozbieznosci dotyczace warunkow eksperymentalnych,

takich jak sktad podtoza inkubacyjnego, temperatura preparacji i transportu eksplantow,
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czy czas trwania doswiadczenia. Brak jednoznacznych wytycznych dotyczacych
postgpowania z wycinkami pobranymi poubojowo od kurczat brojlerow,
w polaczeniu ze $wiadomoscia istotnych réznic gatunkowych w przydatnosci tkanek
do badan (Neirinckx 1 in., 2011; Nietfeld i in., 1991), stanowi istotne wyzwanie

metodologiczne.

W zwigzku z powyzszym, w prezentowanej pracy postanowiono szczegoétowo opracowac
metode pozyskiwania i wykorzystania w komorach Ussinga wycinkow jelita kurczat
brojlerow pozyskanych z przemystowego uboju, a takze szczegétowo scharakteryzowac
ten model pod katem parametrow elektrofizjologicznych oraz transportu substancji
wskaznikowych. Dopiero uzyskanie stabilnego i powtarzalnego modelu umozliwito
przeprowadzenie dalszych badan, w ktérych oceniono wpltyw wybranego dodatku

paszowego pochodzenia roslinnego na przepuszczalnos$¢ i integralnos$¢ bariery jelitowe;.
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2. CELE PRACY

Do gtownych celow pracy nalezaty:

1. optymalizacja procedury pobierania i transportu wycinkow jelita czczego brojlerow
kurzych pochodzacych z przemystowego uboju drobiu oraz charakterystyka pozyskanych
z nich eksplantow blony §luzowej w zakresie parametrow elektrofizjologicznych

1 transportu wybranych substancji wskaznikowych,

2. ocena wlasciwosci czterech powszechnie stosowanych u drobiu dodatkow paszowych
pochodzenia roslinnego w zakresie ich aktywnosci: przeciwbakteryjnej, przeciwzapalnej
1 antyoksydacyjnej w modelu in vitro oraz wybdr dodatku paszowego do dalszej analizy

w modelu ex vivo,

3. ocena aktywno$ci wybranego dodatku paszowego w modelach ex vivo opartych

na wycinkach jelit pozyskanych z przemystowego uboju drobiu.
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3. MATERIALY I METODY
3.1. Materialy

3.1.1. Material zwierzecy

Wycinki jelita cienkiego byly pozyskiwane od kurczat brojlerow rasy Ross 308
w zaktadzie uboju drobiu (Superdrob Zaktady Drobiarsko-Migsne Karczew)
od dorostych zwierzat w wieku ubojowym (35-45 dni) oraz o masie ubojowej (2 — 3 kg).
Tkanki pochodzity od zwierzat, ktéore poddane zostaly przemystowemu ubojowi,

po uznaniu ich za zdrowe podczas rutynowego badania przedubojowego.

3.1.2. Linie komorkowe

Do doswiadczen wykorzystano ustalong lini¢ komoérkowa makrofagow mysich

RAW 264.7. Linia komdrkowa zostala zakupione z American Type Culture Collection

(ATCC).

3.1.3. Roslinne dodatki paszowe - wyciagi roslinne

Suche wyciagi z:

- Taraxacum officinale (L.) Weber, korzenia mniszka lekarskiego (4:1 etanol-woda),

- Solidago virgaurea, ziela nawloci pospolitej (4:1 etanol-woda)

- Silybum marianum (L.) Gaertn, nasion ostropestu plamistego (aceton-etanol);
zawierajacy 80% sylimaryny

- Cynara scolymus, ziela karczocha zwyczajnego (20:1 woda); zawierajacy
5% cynaryny

zostaly przekazane przez firm¢ Biofaktor. Wybrane wyciagi sa wykorzystywane
do produkcji mieszanek paszowych dla zwierzat, w tym dla drobiu. Wyciagi posiadaty

niezbgdne certyfikaty jakosci odpowiadajace dodatkom paszowym.

3.1.4. Gatunki i szczepy badanych bakterii

Do doswiadczen wykorzystano 7 szczepow bakteryjnych, ktore pozyskano z American
Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus auerus (ATCC 29213),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 51625), Salmonella enterica subsp. enterica serowar
Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella enterica subsp. enterica serowar Typhimurium
(ATCC 700720), Escherichia coli (ATCC 35218), Escherichia coli O157: H7
(ATCC 43888), Chromobacterium violaceum (ATCC12472).
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3.1.5. Odczynniki chemiczne

Aceton, amfoterycyna B, bromek 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu (MTT),
chlorek acetylocholiny (ACh), chlorek jodonitrotetrazoliowy (ang. iodonitrotetrazolium,
INT), D-glukoza, D-mannitol, diklofenak, dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide,
DMSO), etanol, fiolet krystaliczny, fumaran disodowy, inhibitor trypsyny (IT), kofeina,
kwas 2,2'-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy) (ATBS), kwas askorbinowy,
L-glutaminian, lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide, LPS) Escherichii coli
0111:B4, odczynnik Griessa, penicylina, peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish
peroxidase, HRP), pirogallol, pirogronian sodu, ptlodowa surowica bydleca (ang. fetal
bovine serum, FBS), streptomycyna, Triton X-100, troloks, z6t¢ lucyferowa (ang. lucifer
yellow, LY). oraz testy: Cytotoxicity Detection Kit (LDH), D-Mannitol Colorimetric
Assay Kit zostaty zakupione z firmy Sigma-Aldrich.

Gentamycyna zostata zakupiona z firmy Virbac, doksorubicyna z Pfizer Laboratories,
(South Africa). FBS zostata zakupiona z Highveld Biotech, (Johannesburg, South Africa).
Wszystkie sole niezbedne do przygotowania buforéow zostaty zakupione od Avantor
Performance Materials (POCH, Gliwice), z wyjatkiem chlorku wapnia (CaClz) (Merck,
Germany), diwodorofosforan sodu (NaH>PO4) (Fluka Chemie, Switzerland).

3.1.6. Pozywki i podloza hodowlane, bufory inkubacyjne

Do dos$wiadczen zostaly wykorzystane nastgpujace pozywki i1 podtoza: podioze
minimalne (ang. Minimal Essential Medium, MEM; Whitehead Scientific),
modyfikowane podtoze Eagle'a Dulbecco (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
DMEM; Gibco TM), bulion tryptonowo-sojowy (ang. Tryptic Soy Broth, TSB), bulion
Mueller-Hinton (MH), bulion lizogenny (ang. lysogeny broth, LB; Sigma Aldrich, South
Africa), podtoze Williamsa E (ang. Williams' E Medium, WE) z dodatkiem L- glutaminy,
oraz wodoroweglanem sodu, ktory byl dodawany podczas rozpuszczania podloza,
zgodnie z instrukcjg producenta (Sigma-Aldrich).

W badaniach wykorzystano zmodyfikowany bufor Krebsa — Hanseleita (ang. modified
Krebs—Henseleit buffer, M K-HS) w dwdch wariantach, w zalezno$ci od tego czy byto
to doswiadczenie wykorzystujace wycinki miesniowki czy eksplanty §luzowki. Skiad

buforéw podano w tabeli 1.
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Tabela. 1. Sktad buforow inkubacyjnych: zmodyfikowany bufor Krebsa — Hanseleita wariant do inkubacji

eksplantow §luzéwki oraz migsniowki

Sktad buforu — badania | Sktad buforu — badania
w komorach Ussinga | aktywno$ci  motorycznej
[mM] [mM]

NaCl 105 123,76

KCl 4,7 5,04

Na;HPO4 1,8 -

KH2PO4 0,4 2,75

NaHCO:3 15 14,49

MgSOg4 1,2 1,16

CaCl, 1,25 2,49

D-glukoza 11,5 12,51

L-glutaminian 4,9 -

Fumaran disodowy 5,4 -

Pirogronian sodu 4,9 -

Bufory

inkubacyjne podczas eksperymentéw byly utrzymywane w temperaturze

38,0-39,0 °C, zakresie pH 7.35 — 7.45 oraz gazowane karbogenem (95% O; + 5% CO»),

co odpowiada warunkow fizjologicznym w przewodzie pokarmowym.

3.2. Metody

Badania przebiegaty w 3 etapach.

W etapie 1 przeprowadzono optymalizacj¢ procedury pozyskiwania i transportu

wycinkow  jelit pobieranych w zaktadzie ubojowym oraz dokonano
charakterystyki modelu ex vivo uzyskanych z nich eksplantow btony $luzowe;j
jelita czczego w zakresie wybranych parametrow elektrofizjologicznych oraz
transportu substancji wskaznikowych.

W etapie 2 dokonano oceny i wyboru ro§linnego dodatku paszowego do dalszych
badan w etapie 3.

W etapie 3 oceniono wplyw wybranego dodatku paszowego na wycinki
1 eksplanty jelita w stosowanych modelach ex vivo. Schemat kazdego z etapow
na poszczegdlnych etapach

eksperymentu 1 metody wykorzystywane

przedstawiono na rycinach 4 1 5.
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ETAP | PROWADZONYCH BADAN

i

Optymalizacja modelu tkankowego
wycinkéw jelita czczego brojlerow
kurzych pozyskanych z uboju
przemyslowego - zakres:

» pobieranie ]
i transport wycinkow

e czas trwania
doswiadczenia

Charakterystyka modelu eksplantow
blony Sluzowej jelita czczego- zakres:

¢ wybrane parametry
elcktroﬁz}jologiczne

¢ transport wybranych

substancji
wskaznikowych

OPRACOWANY MODEL

ETAP 2 PROWADZONYCH BADAN

Badania Erzesiewowe in vitro wybranych
roslinnych dodatkéw paszowych
wykorzystywanych w Zzywieniu brojeréw kurzych

Ocena wlasciwosci:
e przeciwbakteryjnych
e przeciwzapalnych
* przeciwutleniajacych

Wyciagi z:

-Taraxacum officinale (L.) Weber, korzenia
mniszka lekarskiego

-Solidago virgaurea, zicla nawtoci pospolitej
-Silybum marianum (L.) Gaertn nasion
ostropestu plamistego,

-Cynara scolymus, ziela karczocha zwyczajnego

Selekcja dodatku paszowego do
dalszych badan

WYBRANY DODATEK PASZOWY

Ryc. 4. Schemat pierwszego oraz drugiego etapu prowadzonych badan.
Opracowanie wilasne przy pomocy programu BioRender.com.
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ETAP 3 PROWADZONYCH BADAN

~L_

OCENA WPLYWU WYBRANEGO OCENA WPLYWU WYBRANEGO
DODATKU PASZOWEGO NA DODATKU PASZOWEGO NA
ZYWOTNOSC ORAZ INTEGRALNOSCI ZYWOTNOSC WYCINKOW

EKSPLANTOW BLONY SLUZOWEJ  JELITA PODCZAS INKUBACJ NA

JELITA W KOMORACH USSINGA PLYTKACH WIELODOLKOWYCH

PARAMETRY
ELEKTROFIZJOLOGICZNE UWALNIANIE LDH
UWALNTANIE LDH UWALNIANIE NO

Ryc. 5. Schemat 3 etapu prowadzonych badan
Opracowanie wlasne przy pomocy programu BioRender.com.

fﬁ,.I

OCENA WPLYWU WYBRANEGO

DODATKU PASZOWEGO NA
AKTYWNOSC MOTORYCZNA
JELTA EX VIVO

Izolowane wycinki:
-dwunastnicy
-prokysmalnej czesci
jelita czczego
-dystalnej czesci
jelita czezego

OCENA KURCZLIWOSCI
MIESNIOWKI GLADKIEJ:

- SPONTANICZNE]
-INDUKOWANEJ
FARMAKOLOGICZNIE

Do$wiadczenia in vitro oceniajace wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwzapalne oraz

przeciwutleniajace wybranych wyciagéw roslinnych zostaty przeprowadzone w

Zaktadzie Fitomedycyny Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej na Uniwersytecie w

Pretorii (Republika Afryki Potudniowej), zgodnie z opracowang 1 wykorzystywang w tym

Zaktadzie metodyka.

Do$wiadczenia na wycinkach jelit ex vivo byly przeprowadzone na Uczelni macierzyste;.

34



3.2.1. Optymalizacja warunkow transportu i charakterystyka modelu z uzyciem

wycinkow jelita czczego
3.2.1.1. Pobieranie fragmentow jelit oraz transport materialu z ubojni do
laboratorium, izolacja i preparacja wycinkow jelit

Natychmiast po uboju i wyjeciu narzaddéw wewngtrznych nastgpowata izolacja

dziesigciocentymetrowego fragmentu jelita czczego.

A.

Ryc. 6. Przewdd pokarmowy brojlera kurzego:

A. po wyjeciu z tuszy, tuz po uboju

B. przygotowany do izolacji odpowiednich wycinkow jelita czczego.
W pomaranczowym okregu zaznaczony jest wyraznie widoczny uchytek Meckela. Zielona klamra przed
nim schematycznie wyznacza pobierang cz¢$¢ proksymalng, a pomaranczowa za nim cz¢s¢ dystalng.

Aby mie¢ pewno$¢, ze fragmenty jelita czczego sa pobierane w sposob powtarzalny,
za charakterystyczny, widoczny makroskopowo punkt odniesienia przyjeto uchytek
Meckela (diverticulum Meckeli, diverticulum vitellinum), zaznaczony okregiem
na rycinie 6. Uchylek ten znajduje si¢ doktadnie w potowie dlugosci jelita cienkiego
(Branton i in., 1988), a cho¢ wcze$niej uwazano, ze wyznacza on granice miedzy jelitem
czczym, a jelitem kretym, obecnie jelito krete definiuje sie¢ jako koncowa czgs¢ jelita
cienkiego, otoczona jelitami Slepymi i polaczong z tymi strukturami wigzadtami
kretniczo-katniczymi (Casteleyn i in., 2010). Stad, wycinki proksymalnej czesci jelita
czczego pobierane byty przed uchyltkiem Meckela, a dystalne za nim.

W celu optymalizacji procesu przygotowania i transportu wycinkéw do laboratorium
wykonano szereg do$§wiadczen weryfikujacych warunki, w ktérych przetrzymywano
tkanki na etapie przedlaboratoryjnym - do chwili rozpoczecia inkubacji w konkretnym

modelu ex vivo.
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W celu usunigcia tresci jelitowej wycinki po pobraniu byly natychmiast plukane:

A.

zimnym (0-4°C) roztworem fizjologicznym (ang. physiological saline, RF),
a nastgpnie na czas transportu do laboratorium umieszczane w lodowatym
buforze M K-HS (0-4°C) i transportowane w lodowce na lodzie (0-4°C).
zimnym (0-4°C) RF, a nastgpnie na czas transportu do laboratorium umieszczane
w lodowatym podlozu WE (0-4°C) i transportowane w lodéwce na lodzie
(0-4°C).

zimnym (0-4°C) RF, a nastgpnie na czas transportu do laboratorium umieszczane
w lodowatym podtozu WE z dodatkiem 10% FBS i transportowane w lodowce
na lodzie (0-4°C).

zimnym (0-4°C) RF zawierajacym inhibitor trypsyny (IT; 1mg/ml),
a nastepnie na czas transportu do laboratorium umieszczane w lodowatym
buforze M K-HS zawierajacym IT (1 mg/ ml) i transportowane w lodowce
na lodzie (0-4°C).

cieplym (38+1°C) RF, a nastgpnie na czas transportu do laboratorium
umieszczane w cieptym (38+1°C) buforze M K-HS 1 transportowane
w inkubatorze (38+1°C).

cieplym (38+1°C) RF, a nastepnie na czas transportu do laboratorium
umieszczane w cieplym (38+1°C) podtozu WE i transportowane w inkubatorze
(38+1°C).

cieptym (38£1°C) RF, a nastepnie na czas transportu do laboratorium
umieszczane w cieptym (38+1°C) podtozu WE z dodatkiem 10% FBS
1 transportowane w inkubatorze (38£1°C).

cieptym (38+1°C) RF zawierajacym IT (1 mg/ ml), a nastgpnie na czas transportu
do laboratorium umieszczane w cieptym (38+1°C) buforze M K-HS

zawierajagcym IT (1 mg/ ml) 1 transportowane w inkubatorze (38+1°C).

Czas transportu wyizolowanych wycinkow z zakladu uboju drobiu do laboratorium

wynosit do 35 minut.
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Tabela 2. Zastosowane warunki i parametry ptukania oraz transportu wyizolowanych wycinkow jelit
z zaktadu ubojowego do laboratorium

Ptukanie jelita w ubojni bezposrednio po | Transport do laboratorium

wyjeciu z tuszy

Wykorzystano Temperatura | Bufor / Podloze Temperatura
0,9% NaCl 0-4°C M K-HS 0-4°C
0,9% NaCl 38+1°C M K-HS 38+1°C
0,9% NaCl 0-4°C WE 0-4°C
0,9% NaCl 38+1°C WE 38+1°C
0,9% NaCl 0-4°C WE + FBS 0-4°C
0,9% NaCl 38+1°C WE + FBS 38+1°C
0,9% NaCl + IT 0-4°C M K-HS + 1T 0-4°C
0,9% NaCl + IT 38+1°C M K-HS + IT 38+1°C

3.2.1.2. Preparacja wycinkow jelita czczego brojlerow kurzych do doswiadczen w

komorach Ussinga

Proksymalne wycinki jelita czczego kazdorazowo po przywiezieniu do laboratorium byty
rozcinane wzdhuz osi podtuznej, nastepnie powtérnie doktadnie ptukane, w celu usunigcia
pozostatosci tresci jelitowej. Wycinki bez widocznych makroskopowo zmian byly
przeznaczone do kolejnych etapow doswiadczenia.

Nastepnie, w zalezno$ci od testowanej procedury (Ryc. 7):

A. z fragmentow jelit, bez Zadnej dodatkowej preparacji, byly wycinane niewielkie
segmenty 1 x 1,5 cm, ktore nastepnie byly umieszczane w komorach Ussinga,

B. przydanka byta usuwana poprzez preparacje szkietkiem podstawowym wedtug
protokotu opisanego przez Ruhnke i in. (2013) z drobnymi modyfikacjami.
Wycinek jelita po przeplukaniu byt umieszczony i unieruchomiony $luzéwka do
gbry na drewnianej podktadce, a nastepnie przydanka byta oddzielona jednym
sprawnym ruchem szkietka podstawowego przesuwanego pod odpowiednim
katem. W ten sposob na podkladce pozostawala oddzielona przydanka,
a na szkietku zostawata pozostala cze$¢ tkanki, ktéra nastgpnie mozna bylo

podzieli¢ na mniejsze fragmenty - eksplanty 1 zamontowa¢ w komorach Ussinga.
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Ryc. 7. Dwa warianty procedury przygotowania wycinkow jelit do do§wiadczenia w komorze
Ussinga

A — wycinek pelnej grubosci, niepreparowany;

B wycinek w trakcie preparacji szkietkiem podstawowym; na zdj¢ciu widoczny fragment jelita
pelnej grubo$ci zwrdoconego sluzowka do gory oraz fragment przydanki pozostaly na podkladce
po preparacji.

Opracowanie wiasne przy pomocy programu BioRender.com.

3.2.1.3. Inkubacja eksplantow w komorze Ussinga

Po przygotowaniu wycinki jelit umieszczano w komorach Ussinga (Warner Instruments,
USA) (Ryc. 8, 9). Komory sktadajg si¢ z dwoch przedziatow o pojemnosci 6 ml kazdy,
ktére po zamontowaniu wycinka pomigdzy nimi odpowiadaly stronie wewnetrznej —
Sluzéwcee ($wiathu jelita) oraz zewnetrznej — przydance (blonie surowiczej). Otwor
we wkladzie oddzielajacym oba przedzialy, pozwalajacy na kontakt tkanki z buforem

inkubacyjnym miat $rednice 0,5 cm (co odpowiada powierzchni 0,1963 cm?).

<

Bufor inkubacyjny Probkobrani
robkobranie

Wycinek jelita
rodzdzielajacy
komorg¢ na dwa
przedzialy

Elektrody: napi¢ciowa i natgzeniowa

Ryc. 8. Schemat budowy komory Ussinga;

Opracowanie wiasne przy pomocy programu BioRender.com.
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Po umieszczeniu wycinkéw w komorach nastgpowata preinkubacja w §wiezym buforze
M K-HS o temperaturze 38+1°C, pH 7.3 gazowanym w sposob ciagly mieszanka
95%/5% 02/COz. Ten etap mial na celu przystosowanie tkanki do warunkow
doswiadczenia oraz szybkie rozgrzanie wycinka, w przypadku tkanek transportowanych
A4 niskiej temperaturze. Czas preinkubacji wynosit odpowiednio:

5 oraz 15 minut dla wycinkow jelit przewozonych w cieptym oraz zimnym buforze.

Ryec. 9. Przygotowanie do§wiadczenia w komorach Ussinga.

A. Umieszczenie eksplantu jelita pomigdzy dwoma czgsciami wkladu mocujacego go w komorze.
B. Umieszczenie wktadu w komorze Ussinga.

C. Wypetnienie komory odpowiednim buforem inkubacyjnym

Po preinkubacji nastepowala wymiana buforu inkubacyjnego w obu przedziatach.
Po wymianie, bufor znajdujacy si¢ w komorze od strony $luzéwki zawierat dodatkowo
markery transportu przez barier¢ jelitowa. W zalezno$ci od eksperymentu, stosowano
markery przepuszczalnos$ci bariery jelitowej: z0t¢ lucyferowa (ang. lucifer yellow, LY)
w stezeniu 100 pg/ml, peroksydaze chrzanowg (ang. horseradish peroxisase, HRP)
(200pg/ml), kofeing (100 pg/ml), mannitol (100 pg/ml). Do buforu inkubacyjnego,
w niektorych eksperymentach, dodawano 10% FBS.

Podczas inkubacji trwajacej od 60 do 180 minut, temperatura oraz pH buforu byty
utrzymywane na statym poziomie, byt on takze gazowany karbogenem w sposob ciagty.
Co 30 minut pobierano rowniez probki o objetosci od 200 do 500 pl (w zalezno$ci
od rodzaju eksperymentu i czasu trwania inkubacji), do dalszych oznaczen. Na poczatku
1 na koncu oraz co 30 minut w trakcie inkubacji mierzony byt przeznabtonkowy opor

elektryczny (TEER). W niektorych uktadach doswiadczalnych mierzono dodatkowo inne
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parametry elektrofizjologiczne: prad zwarcia (Isc), przewodno$¢ catkowita (Gt),

przewodnos$¢ komorkowa (Ge) oraz przeznabtonkowa réznice potencjatow (TEP).

3.2.1.4. Ocena integralnosci i ZzywotnoSci eksplantow blony $luzowej w komorze

Ussinga

Weryfikacja integralno$ci eksplantow obejmowata ocene wizualng eksplantu
po preparacji — brak widocznego przerwania tkanki, brak uszkodzen, a takze brak
przeciekania buforu inkubacyjnego podczas napeiniania jednego z przedzialéw komory
oraz ocen¢ parametrow elektrofizjologicznych i transportu substancji znacznikowych,
opisanych ponizej.

Ocena zywotno$ci obejmowala oznaczenie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej

(ang. lactate dehydrogenase, LDH) w buforze inkubacyjnym.

3.2.1.4.1 Pomiar i rejestracja parametrow elektrofizjologicznych

Pomiar parametréw elektrofizjologicznych (TEER, Isc, Gt, Gc, TEP) przeprowadzano
z wykorzystaniem zestawu elektrod: dwoch napieciowych i dwoch natezeniowych
(Warner Instruments, USA) umieszczonych po przeciwleglych stronach wycinka
w komorze Ussinga (jedna w przedziale $luzowkowym, druga w przydankowym),
potaczonych z systemem zacisk6w napigcia nabtonkowego (,,voltage clamp™)
ze wzmacniaczem (Ephitelial Voltage Clamp, EC-800, Warner Instruments, USA) oraz
rejestratorem sygnatu (PowerLab 8/35, ADInstruments,). Elektrody napigciowe Ag/AgCl
przed doswiadczeniami zostaty przygotowane wedhlug instrukcji producenta (U-9926,
Rev, 11.30.99, Warner Instruments, USA). Przed pierwszym montazem elektrody zostaly
najpierw poddane chlorowaniu, a nast¢pnie zakonczenia elektrod oraz wnetrze ich
ostonek zostalo pokryte mostkiem agarowym zawierajacym 3M KCl, tak aby zostaty
wyeliminowane wszelkie pgcherzyki powietrza, a elementy Ag/AgCl zostaly szczelnie
przykryte. Zastosowany system zaciskOw napigciowych ze wzmacniaczem (Ephitelial
Voltage Clamp, EC-800, Warner Instruments, USA) pozwala na zastosowanie napigcia
+120 V, ktére jest polecane dla badania wysoce przepuszczalnych nabtonkéw, takich jak
nabtonek przewodu pokarmowego. Podczas doswiadczenia, przed rozpoczeciem
docelowych pomiardéw, opor buforu inkubacyjnego zostat zmierzony i skompensowany
przed zastosowaniem metody ,,voltage clamp” oraz automatycznie odjety od catkowitego
oporu podczas pomiaru TEER. TEER zostal zmierzony automatycznie po przepuszczeniu

przez badany eksplant impulsu bipolarnego pradu o nat¢zeniu 10 pA. W niektérych
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doswiadczeniach pomiar TEER byl wykonywany przy wykorzystaniu miernika Millicell
ERS-2 Epithelial Volt-Ohm Meter (Merck GA, Darmstadt, Germany). Pomiar Isc byt
przeprowadzony po ustaleniu napigcia tkanki na poziomie 0 mV za pomocg techniki
zacisku napieciowego (ang. voltage clamp), a pomiar TEP zostal wykonany po ustaleniu
nat¢zenia pradu przeplywajacego przez eksplant na 0 pA za pomocag zacisku
nat¢zeniowego (ang. current clamp). Zmiany parametrow elektrofizjologicznych zostaly
zapisane przy pomocy programu LabChart 7.0 (ADInstruments, Sydney, Australia).
W zaleznosci od uktadu doswiadczalnego pomiar byl przeprowadzany co 30 minut
podczas inkubacji (TEER) lub jednokrotnie po preinkubacji wykonywanej w celu

przystosowania eksplantow do warunkéw eksperymentalnych i kalibracji uktadu.

3.2.1.4.2 Test uwalniania dehydrogenazy mleczanowej

Aktywnos¢ enzymu LDH oceniono w pobranym w czasie doswiadczen buforze
inkubacyjnym znajdujacym si¢ w przedziale $luzéwkowym oraz przydankowym.
Oznaczenie przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu testowego,
zgodnie z zleceniami producenta (Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Sigma- Aldrich).
Odczyt przeprowadzono z uzyciem czytnika mikroptytek (BioTek ELx800 Absorbance
Microplate Reader, USA).

Wynik przedstawiono jako odsetek aktywnosci LDH w odpowiednim buforze
inkubacyjnym w porownaniu do aktywnosci enzymu w wycinku tkanki o wymiarach
odpowiadajacych fragmentowi eksplantu podlegajacemu ekspozycji w komorze Ussinga,
zhomogenizowanym z 1% Triton X-100 (takg aktywno$¢ uznano za 100% aktywnosci

enzymu).

3.2.1.4.3 Markery transportu przez eksplant jelita czczego

Do oceny transportu czasteczek poprzez barier¢ jelitowa wykorzystano substancje
znacznikowe — LY, mannitol, HRP oraz kofeing.

Substancje te byty dodawane do buforu inkubacyjnego (LY 100 ug/ml, HRP 200 pg/ml,
kofeina 100 pg/ml, mannitol 100 pg/ml) znajdujacego si¢ po stronie sluzoéwki, a nastgpnie
mierzony byt ich transport przez wycinek na stron¢ przydanki podczas inkubacji.
Transport LY oceniono poprzez odczyt zmiany fluorescencji bezposredniej buforu
inkubacyjnego. W tym celu prébki (70 ul) pobrane w czasie inkubacji przeniesiono

w dwoch powtorzeniach na czarng 96-dotkowa plytke z przezroczystym dnem,
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a nastepnie odczytano ich fluorescencje przy pomocy czytnika mikroptytek (Microplate
Fluorescence Reader, FLx800, Bio-Tek Instruments). Dtugosci fal wzbudzenia i emisji
wynosity odpowiednio 485 1 530 nm. Na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczono
procentowe stezenie LY oraz wyliczono przeptyw (ang. flux) LY poprzez wycinek
w czasie inkubacji.

Transport mannitolu przez wycinek oceniono poprzez pomiar st¢zenia mannitolu
w probkach pobieranych co 30 minut w czasie doswiadczenia z buforu inkubacyjnego
po stronie S$luzowki oraz przydanki. Oznaczenie wykonano z wykorzystaniem
komercyjnego testu D-Mannitol Colorimetric Assay Kit (Sigma-Aldrich) zgodnie
z instrukcja producenta.

Transport HRP okre§lono poprzez pomiar aktywnosci tego enzymu w probkach buforu
inkubacyjnego pobranych na koniec doswiadczenia (po 120 minutach inkubacji).
Do oceny aktywno$ci HRP wykorzystano pirogallol jako substrat. Oznaczenie wykonano
zgodnie z instrukcja producenta pirogallolu (Sigma-Aldrich) - test enzymatyczny
peroksydazy (EC 1.11.1.7).

Zmiany stezenia kofeiny w buforze inkubacyjnym podczas doswiadczenia zostaly
okreslone z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg UV
(HPLC-UV). Prébki buforu inkubacyjnego pobranego na zakonczenie do$wiadczenia
(po 120 minutach) odwirowano, a supernatant przefiltrowano przez filtr 0,22 pm.
Dla zwigkszenia objetosci analitu polaczono pobrane probki z 2-3 powtorzen. Nastgpnie
20 pl przefiltrowanych probek wstrzyknigto do systemu HPLC HP 1100 sktadajacego si¢
z pompy czterokanatowej, automatycznego podajnika probek, termostatu probki,
termostatu kolumny i detektora diodowego. Zastosowano kolumne Nucleosil 120-5C18
HPLC (250 mm x 4,6 mm, 5 pum) (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Faza ruchoma byt
metanol. Szybko$¢ przeptywu wynosita 1 ml/min. Detekcj¢ przeprowadzono przy
dtugosci fali 254 nm (ref. 360 nm). Badane substancje identyfikowano na podstawie
czasOw retencji czystych standardow referencyjnych. Wykonano takze krzywe
kalibracyjne przy wykorzystaniu roztworu wzorcowego. Powierzchnie pikow
chromatograficznych analitow mierzono przy uzyciu oprogramowania systemu HPLC
(Agilent ChemStation Rev. A.06.01 [403] Hewlett Packard Company, Palo Alto, CA,
USA).

Na podstawie zmiany stezenia substancji badanej w przedziale przydankowym
dla wszystkich substancji znacznikowych obliczono warto$¢ przeptywu (ang. flux),

odpowiadajaca transportowi substancji ze strony S$luzowkowej komory do czesci
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przydankowej wyrazong w nanomolach substancji na jednostke¢ czasu (min.) oraz
jednostke powierzchni wymiany (cm?). Wyznaczono réwniez wspolczynnik
przepuszczalnosci pozornej Papp (cm/s) na podstawie wzoru (Smetanova i in., 2009):
Papp = (dQ/dt) x (1/A x Co),

gdzie dQ/dt to przeptyw substancji z czesci Sluzowkowej do czgéci przydankowej
w jednostce czasu (nmol/s), Co to poczatkowe stgzenie substancji w przedziale
sluzéwkowym, odpowiadajace sile dyfuzyjnej (nmol/cm?), A to powierzchnia wymiany

(cm?).

3.2.2. Ocena wybranych wlasciwosci roslinnych dodatkéw paszowych - wyciagow

roslinnych w warunkach in vitro

Ocena wlasciwosci  wyciggow  roslinnych obejmowala: analiz¢ wlasciwosci
przeciwbakteryjnych, przeciwutleniajacych, przeciwzapalnych. Na rycinie 10

przedstawiono schematycznie wykonywane badania i wykorzystane metody.

OCENA WYBRANYCH WLASCIWOSCI
ROSLINNYCH DODATKOW
PASZOWYCH W MODELU IN VITRO

Wiasciwosci
przeciwbakteryjne

Minimalne stez¢nic Aktywnos¢ anty- quorum
hamujace (MIC) sensing (AQS)

Aktywno$¢ hamujaca
formowanie biofilmu

Wiasciwosci antyoksydacyjne
test DPPH test ABTS

Wrhadciwosci przeciwzapalne

Test hamowania wytwarzania
tlenku azotu przez makrofagi linii
RAW 264.7

Ryc. 10. Schemat postgpowania i wykorzystane metody do oceny wybranych wlasciwosci wyciagow
ros$linnych w modelu in vitro;
Opracowanie wilasne przy pomocy programu BioRender.com
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3.2.2.1 Ocena wlasciwosci przeciwbakteryjnych wybranych wyciagow roslinnych

3.2.2.1.1. Minimalne st¢zenie hamujace

Okreslenia minimalnego st¢zenia hamujacego (ang. Minimal Inhibitory Concentration,
MIC) wybranych wyciggéw roslinnych przeprowadzono metoda mikrorozcienczen
opisang przez Eloffa (1998). W doswiadczeniach wykorzystano nastepujace szczepy
bakterii: Staphylococcus auerus (ATCC 29213), Staphylococcus epidermidis (ATCC
51625), Salmonella enterica subsp. enterica serowar Enteritidis (ATCC 13076),
Salmonella enterica subsp. enterica serowar Typhimurium (ATCC 700720), Escherichia
coli (ATCC 35218), Escherichia coli O157: H7 (ATCC 43888). Okreslenie MIC
dla kazdego ze szczepdéw przeprowadzono w analogiczny sposob, opisany ponizej
(Ryc. 11, 12).

»

»
wszystkie studzienki pierwszy rzad:
100 1! sterylnej wody wyciag roslinny 2 mg/ml lub
: y, 0,5 mg/ml gentamycyny

DO ' ) ) /) »
oo seria dwukrotnie wzrastajacych
o] ¢ rozcienczen: przenoszenie 100
ot g roztworu do kole]jnych studzienek;

odrzucenie 100 pl z rzgdu H

Ky dodatek INT;
“— Inkubacja 30 min

’ y wszystkie studzienki W,
. . 3x107 jtk zawiesiny \
zawiesina bakteryjne] _

bakteryjna

— ‘]

inkubacja, 24h, 37°C
ODCZYT WYNIKOW

Rys. 11. Schemat do§wiadczenia w celu wyznaczenia MIC,;
Opracowanie wilasne przy pomocy programu BioRender.com.

Kultury bakterii przygotowano poprzez przeniesienie pojedynczej kolonii kazdego
szczepu z ptytki agarowej do wysterylizowanego bulionu MH i1 przednamnazanie ich
przez noc w cieplarce, w temperaturze 37°C. Kazda kultura zostata nastepnie
rozcienczona sterylnym $wiezym bulionem MH w celu uzyskania zawiesiny bakterii

zgodnej ze standardem nr 1 w skali McFarlanda (ok. 3 x 10® jtk/ml), co odpowiada
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OD=0,257. Absorbancje mierzono przy dlugosci fali 600 nm za pomocag czytnika
mikroptytek (Epoch™ Microplate Spectrophotometer). Nastgpnie do kazdej studzienki
sterylnej 96-dotkowej ptytki dodawano 100 pl sterylnej wody. Roztwor podstawowy
(stez. 10 mg/ml) kazdego z badanych wyciggdéw roslinnych rozcienczono seryjnie
na plytce w trzech powtdrzeniach dla kazdej prébki, w nastepujacy sposéb: 100 ul
roztworu podstawowego dodano do studzienek pierwszego rzedu ptytki (A), po czym,
przenoszac 100 pl roztworu w dot, do studzienek w kolejnych rzedach i odrzucajac 100
ul z rzedu H uzyskano seryjne dwukrotne rozcienczenie. Ostateczny zakres st¢zen
wyciggow roslinnych wynosit: 2,5 mg/ml - 0,0195 mg/ml. Gentamycyna (Virbac) stuzyta
jako kontrola pozytywna, podczas gdy aceton i 10% DMSO byly kontrolami ujemnymi,
rozcienczonymi w analogiczny sposob. Ostateczny zakres st¢zen dla gentamycyny
wynosil: 0,05 mg/ml - 0,000024 mg/ml, a dla DMSO i acetonu, odpowiednio:
2,5% - 0,0012% oraz 25% - 0,012%. Wykonano réwniez kontrolg czystosci pozywki,
naktadajac ja bezposrednio na ptytke, bez dodatku zawiesiny bakteryjnej i/lub badanych
substancji, a takze kontrole kazdej kultury bakteryjnej w czystej pozywce. Nastepnie do
wszystkich studzienek, z wyjatkiem kontroli czystoéci pozywki, dodano 3x107 jtk
przygotowanej zawiesiny odpowiedniej kultury bakteryjnej. Ptytki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Nastgpnie, w celu okreslenia minimalnego
stezenia hamujacego, do kazdej studzienki inkubowanych plytek dodano 40 pl
odczynnika chlorku jodonitrotetrazolinowego (ang. iodonitrotetrazoilum, INT) o ste¢zeniu
0,2 mg/ml.

Nastepnie ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut przed odczytem MIC.
W wyniku aktywnosci organizméw zywych bezbarwne sole tetrazoliowe sg biologicznie
redukowane do kolorowego — czerwonego produktu. Ostatnia studzienka z wyraznym

zahamowaniem rozwoju bakterii — brakiem zabarwienia — zostala oznaczona jako MIC.
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Ryec. 12. Odczyt MIC — ostatni rzad studzienek, w ktérych nie
obserwuje si¢ czerwonego zabarwienia S$wiadczacego o

wzro$cie bakterii;
| Opracowanie wlasne przy pomocy programu BioRender.com.
N AR i malejace stezenie
I w w & substancji badanej
PO®
I JC X))
X )
8 |
Trzykrotne powtorzenie
badanej probki

3.2.2.1.2. Wplyw na tworzenie biofilmu

Wpltyw  wyciggéw roslinnych na tworzenie biofilmu oceniano za pomoca
zmodyfikowanego protokotu opisanego przez Sandasi i wspdtpracownikow (2010)
(Ryc. 13, 14). Podczas badania analizowano wptyw wyciggdéw roslinnych na dwa etapy
rozwoju biofilmu. Oceniano: (1) mozliwo$¢ zapobiegania tworzenia si¢ biofilmu oraz
(2) zdolno$¢ do niszczenia biofilmu bakteryjnego powstatego w ciaggu 24 godzin wzrostu
bakterii na plytce, w czystej pozywce. W pierwszym przypadku kultury bakterii
inkubowano z wyciggami ro$linnymi od poczatku eksperymentu (T0), w drugim
przypadku dodanie wyciagoéw roslinnych nastgpowato po 24 godzinach wzrostu bakterii
(T24). Przygotowano $wieza zawiesing S. epidermidis poprzez przeniesienie pojedynczej
kolonii z ptytki agarowej do sterylnej pozywki TSB 1 przednamnazanie w cieplarce
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Nastgpnie poprzez odpowiednie rozcienczenie
zawiesiny w sterylnej pozywce TSB do OD=0,08-1 mierzonej przy dtugosci fali 590 nm,
przygotowano zawiesing bakteryjng odpowiadajaca 0,5 w skali McFarlanda (tj. okoto
1,5 x 108 jtk/ml). Otrzymang tak zawiesine dalej rozcienczono w pozywce w proporcjach
1:100. Tworzenie biofilmu uzyskano poprzez wysianie 1,5x10° jtk bakterii
z przygotowanej, standaryzowanej kultury S.epidermidis do sterylnej, ptaskodenne;j,
96-dotkowej ptlytki. Nastepnie do kazdej ze studzienek dodano 100 pl probki wyciagu
roslinnego, badZz odpowiednich kontroli (negatywnej — sterylnej pozywki TSB
1 pozytywnej — cyprofloksacyny) 1 inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C
bez mieszania. Do badania wykorzystano roztwory robocze wyciaggow (2 mg/ml)
Taraxacum officinale (L.), Solidago virgaurea, Cynara scolymus oraz roztwor o stezeniu
sub-MIC: 1,25 mg/ml wyciagu Silybum marianum (L.) uzyskane poprzez przygotowanie

rozcienczenia roztworu podstawowego wyciggow 100 mg/ml w sterylnej pozywce (TSB)
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1 przefiltrowanie go przez filtr strzykawkowy o $rednicy 0,22 um. Oceniono rowniez
wplyw rozpuszczalnikéw badanych wyciagéw. Kontrole negatywna stanowita czysta
pozywka (TSB), a kontrole pozytywna cyprofloksacyna w stezeniu 2 mg/ml, dodatkowo
wykonano kontrole czystosci pozywki (TSB, bez zawiesiny bakterii) oraz kazdego

z wyciggow roslinnych (wyciag w TSB, bez zawiesiny bakterii).

strona kontrolna strona badana
P P

Ryc. 13. Przyktadowa ptytka przygotowana do
oceny zdolno$ci hamowania tworzenia biofilmu
badanych  wyciagdw, po  24-godzinnej
inkubacji, przed barwieniem  fioletem
krystalicznym.

Na  dnie studzienek strony  badanej
makroskopowo widoczny jest wzrost bakterii
(z wyjatkiem kontroli pozytywnej);
E1LE2,E3,E4 — probki czterech kolejnych
wyciagoéw roslinnych; KP - kontrola pozytywna.
Opracowanie wlasne przy pomocy programu
BioRender.com.

czysta kontrole kultura
pozywka czystosci probek bakteryjna
(ekstraktow 1
kontroli
pozytywnej)

Do oceny tworzenia biofilmu wykorzystano zmodyfikowany test barwienia fioletem
krystalicznym (CVS) (Sandasi i in., 2010). Przeprowadzono go po 24 godzinach
inkubacji z wyciagami w przypadku oceny TO, natomiast dla T24 inkubacja wyniosta
24-godziny w czystej pozywce, a potem kolejne 24 godziny po dodaniu wyciggow
roslinnych. Po tym czasie studzienki zostaly ostroznie oprdznione, a plytki przeplukano
co najmniej trzy razy sterylng woda destylowang w celu usunigcia niezwigzanych
lub luzno potaczonych komorek bakteryjnych. Nastepnie plytki wstepnie wysuszono
na powietrzu, po czym przetozono je do suszarki laboratoryjnej o temperaturze 60°C,
gdzie pozostaty na kolejne 45 minut do catkowitego wysuszenia. Zwigzane pod postacia
biofilmu komorki bakteryjne, znajdujace si¢ na dnie studzienek, nastgpnie barwiono
150 pl 0,1% roztworem fioletu krystalicznego. Plytki pozostawiono przez 20 minut
w temperaturze pokojowej pod przykryciem w celu zwigzania barwnika. Po uptywie tego
czasu nadmiar fioletu sptukiwano, przemywajac plytki sterylng woda co najmniej

pieciokrotnie. Biomase biofilmu oceniono pétilosciowo poprzez ponowne rozpuszczenie
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fioletu krystalicznego zwigzanego z przylegajacymi komoérkami za pomocg 150 pl 100%
etanolu w celu zniszczenia komorek bakteryjnych. Absorbancje odczytano przy dtugosci
fali 590 nm za pomocg czytnika mikroptytek (Epoch™ Microplate Spectrophotometer)
po starannym, ale delikatnym wstrzgsaniu. Wyznaczono $rednig absorbancje (OD590nm)
probki, a wyniki wyrazono jako procentowe zahamowanie wytwarzania

biofilmu/niszczenie powstatego biofilmu za pomoca nastepujacego rOwnania:

% Zahamowania = [(ODkontrola ujemna—ODpozywka)—(ODpréba badana—ODkontrola wyciggu)] X 100
(ODkontrola ujemna —ODpozywka)

g 4 Ryc. 14. Plytka z Ryc. 13 przygotowana do oceny
! wlasciwosci zdolno$ci hamowania tworzenia
| biofilmu badanych wyciagow, po 24-godzinnej
| inkubacji, po wybarwieniu fioletem
| krystalicznym.

3.2.2.1.3. Aktywnos¢ anty-quorum sensing

Aktywno$¢ anty-quorum sensing (AQS) wyciggow roslinnych okre§lono przy uzyciu
szczepu wskaznikowego Chromobacterium violaceum ATCC 12472, wedlug protokotu
opisanego przez Cheni¢ (2013) z modyfikacjami (Adeyemo i in., 2022) (Ryc. 15).
Zawiesing bakteryjng przygotowano przez przeniesienie pojedynczej kolonii bakterii
z plytki agarowej do 10 ml bulionu lizogennego (ang. lysogeny broth, LB) i jej
przednamnazanie w temperaturze 30°C, w inkubatorze z wytrzasarka orbitalng
(140 obr./min) przez 24 godziny przed eksperymentem. Zawiesing bakterii rozcienczono
nastgpnie w bulionie LB i zmierzono absorbancj¢ przy dtugos$ci fali 590 nm. Zawiesing
dostosowano do 0,1+0,02 wzorca nr 0,5 w skali McFarlanda (co odpowiada okoto
1,5 x 10® jtk/ml). Po czym otrzymang zawiesine bakteryjng rozcienczono w stosunku
1:100 w bulionie LB, aby uzyskaé¢ inokulum 1,5x10° jtk/ml. W celu przygotowania
szeregu rozcienczen wybranych wyciggdw roslinnych 250ul sterylnej wody destylowanej
dodano do wszystkich studzienek 48-dotkowej sterylnej ptytki. Nastepnie do pierwszego
rzgdu studzienek dodano 250 pul odpowiedniego wyciagu roslinnego (5 mg/ml) 1 seryjnie

rozcienczono, dwukrotnie, przenoszac 250 pl do kolejnych rzedéw az 250 ul zostato
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odrzucone z ostatniego. Po przygotowaniu szeregu rozcienczen badanych wyciagow,
250 pl rozcienczonej (1:100) zawiesiny bakteryjnej (1,5x10° jtk) dodano do wszystkich
studzienek ptytki, z wyjatkiem kontroli negatywnej i kontroli czystosci wyciagu, aby
uzyskac¢ catkowita objetos¢ 500 pl. Kontrole negatywng stanowita pozywka (LB),
z odpowiednim rozpuszczalnikiem (aceton, DMSO), a kontrole pozytywna wanilina
(10 mg/ml rozpuszczona w etanolu). Dodatkowo wykonano kontrole jalowosci wyciagu
(bez zawiesiny bakteryjnej) oraz kontrole kultury bakteryjnej (stanowita odniesienie
do okreslenia hamowania produkcji wiolaceiny). Ostateczny zakres st¢zen wyciagdéw
ro$linnych wynosit: 1,25 mg/ml - 0,039 mg/ml, a waniliny: 2,5 mg/ml- 0,078 mg/ml.
Plytki byly dalej inkubowane przez 24 godziny w temperaturze 30°C na wytrzasarce
orbitalnej (140 obr./min). Efekt anty-quorum sensing zostal wyznaczony przez oceng

wzrostu bakterii 1 obecno$¢ fioletowej pigmentacji (produkcje wiolaceiny).

% Wzrost Chromobacterium Plytki 96- dotkowe po przeniesieniu

violaceum na agarze, obecna do nich supernatantu, gotowe do

charakterystyczna fioletowa odczytu absorbancji w celu

pigmentacja ilosciowego okreslienia produkcji
wiolaceiny

| Wzrost Ch. violaceum na
plytce 48- dotkowej
przygotowanej do

11l doswiadczenia, obecna
charakterystyczna fioletowa
pigmentacja

cksperymentu w celu
ilosciowego okreslienia
produkcji wiolaceiny

Ryc. 15. Rézne etapy doswiadczenia badajacego wlasciwosci AQS wyciagow roslinnych;
Opracowanie wlasne przy pomocy programu BioRender.com.

Najnizsze st¢zenie, przy ktorym nie zaobserwowano wzrostu ani pigmentacji, zostato
zinterpretowane jako MIC. Obecno$¢ wzrostu (zmetnienia) i brak barwy — fioletowego
pigmentu zostaty zinterpretowane jako minimalne stezenie hamujace quorum sensing
(MQSIC). Obecnos¢ zarowno wzrostu, jak 1 pigmentacji zostata zinterpretowana jako
brak aktywno$ci AQS 1 brak aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w badanym stezeniu.
Aby okresli¢ ilosciowo zahamowanie produkcji wiolaceiny, ptytki odwirowywano
z predkoscig 4650 obr./min przez 15 minut w celu osadzenia bakterii zawierajacych

wiolaceing. Supernatant zostal usunigty, a pozostaty osad bakteryjny zalano ponownie
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500 pl 100% roztworu DMSO, a nastepnie wytrzagsano w inkubatorze z predkoscia
140 obr./min, az do rozpuszczenia osadu. Plytki zostaly ponownie odwirowane
z predkoscig 4650 obr./min przez 10 minut w celu oddzielenia komorek bakteryjnych od
roztworu. Nastepnie 200 pl supernatantu przeniesiono na ptytke 96-dotkowa 1 odczytano
absorbancje¢ przy 595 nm (Epoch™ Microplate Spectrophotometer).

Procentowe zahamowanie wytwarzania wiolaceiny obliczono za pomoca nastepujacego
wzoru:

% zahamowania wytwarzania wiolaceiny =[(ODkontrola pozytywna- ODprdoba
badana)/ODkontrola pozytywna]x100

Jako ICso okreslono stezenie hamujace 50 % produkcji wiolaceiny, wyznaczone

z krzywej zalezno$ci stezenie efekt dla badanych substancji.

3.2.2.2. Ocena wlasciwosci antyoksydacyjnych wybranych wyciagow roslinnych

Aktywno$¢ przeciwutleniajgca wyciggoéw mierzono pod wzgledem ich zdolno$ci
do redukc;ji stabilnych rodnikéw 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowych (DPPH) wedtug
protokotu zaproponowanego przez Branda-Williamsa i wspotpracownikow (1995)
z pewnymi modyfikacjami (Ryc. 16). Do testu przygotowano roztwory podstawowe
wyciggow roslinnych o stezeniu 10 mg/ml, z ktérych nastgpnie uzyskano roztwory
robocze o stezeniu 1 mg/ml. Test przygotowano w nastepujacy sposob: do kazdej
studzienki 96-dotkowej ptytki dodano 40 pl metanolu (stez. 99-100%), a nastgpnie
do pierwszego rzedu ptytki dodano 40 pl wyciagdw roslinnych (1 mg/ml) lub substancji
stanowigcych kontrolg pozytywna — troloksu i kwasu askorbinowego (1 mg/ml), ktore
kolejno seryjnie rozcienczono Przygotowano réwniez roztwor podstawowy DPPH
w metanolu (1 mg/ml), z ktérego nastgpnie uzyskano roztwor roboczy o absorbancji
0,9 - 1,0 przy dtugosci fali 517 nm (Epoch™ Microplate Spectrophotometer). Nastepnie,
do kazdej studzienki dodano 160 pl roztworu roboczego DPPH, z wyjatkiem prob
slepych, w ktorych zamiast DPPH dodano metanol. Ptytki niezwtocznie przykryto folig
aluminiowg 1 inkubowano przez 30 minut. Stezenia badanych substancji (wyciggoéw oraz
substancji referencyjnych) wynosity: od 0,2 do 0,003 mg/ml. Podczas redukcji rodnika
DPPH dochodzi do zmiany jego barwy z fioletowej na z6tta. Warto$ci absorbancji
odczytano za pomocg spektrofotometru przy dtugosci fali 517 nm, a efekt wychwytu
DPPH okreslono wedtug nastepujacego wzoru:

Redukcja rodnika DPPH (%) = [(As-Ab/Ak)] x 100
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gdzie As jest absorbancjga w obecnosci badanej probki (= OD), Ab to absorbancja probki
bez DPPH, jedynie z metanolem (tto), a Ak stanowi absorbancj¢ kontroli negatywne;j
(100% DPPH). Krzywe wzorcowe wykreslono, zestawiajac procentowg redukcje rodnika
DPPH z kontrolg negatywna.

A . ,.* e i‘

PG T e Yy &

Ryec. 16. Przyktadowa plytka testowa w tescie DPPH. Podczas redukcji rodnika DPPH dochodzi
do . zmiany jego barwy z fioletowej na zo6tta. Stgzenie badanych substancji maleje od rzedu A do G.
W rzedzie H znajduje si¢ kontrola negatywna — DPPH i1 metanol.

Drugim z wykonanych testow byto oznaczenie zdolnosci wyciagdw do redukcji rodnikow
2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu) (ABTS+).

Przebieg 1 przygotowanie do$wiadczenia bylo zblizone do testu DPPH, z ta rdznica,
ze roztwor roboczy ABTS (Sigma-Aldrich, South Africa) przygotowywano przez
potaczenie uprzednio rozpuszczonych: 76,81 mg ABTS w 20 ml roztworu metanolu oraz
26,49 mg nadsiarczanu potasu w 20 ml metanolu (o stgz. 99-100%). Nastepnie
mieszaning pozostawiono na 16 godzin w ciemno$ci przed przeprowadzeniem
doswiadczenia. Bezposrednio przed wykonaniem oznaczenia roztwor podstawowy
rodnika ABTS rozcienczono metanolem do uzyskania absorbancji o wartosci 0,7 - 0,8
przy dlugosci fali 734 nm (Epoch™ Microplate Spectrophotometer), otrzymujac w ten
sposOb roztwor roboczy. Nastepnie przygotowano szereg rozcienczen badanych
substancji na ptytce 96-dotkowej. W tym celu do kazdej studzienki ptytki dodano 40 pl
metanolu, po czym do jej pierwszego rzedu dodano 40ul wyciggow roslinnych
(1 mg / ml) lub substancji odniesienia - troloksu i kwasu askorbinowego (1 mg / ml)
1 seryjnie je rozcienczono. Nastgpnie do kazdej studzienki dodano 160 pl ABTS,
z wyjatkiem prob $lepych, w ktorych zamiast ABTS dodano metanol. Stezenia badanych
substancji (wyciggow oraz substancji referencyjnych) wynosity: od 0,2 do 0,003 mg/ml.

Plytki przykryto foliag aluminiowa i inkubowano przez 5 minut, po czym odczytano
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absorbancje¢ za pomoca czytnika mikroptytek przy dlugosci fali 734 nm. Efekt redukcji
rodnikow obliczono przy uzyciu nastgpujacego wzoru:

Redukcja rodnika ABTS™ (%) = [(As-Ab/Ak)] x 100

Gdzie As jest absorbancja w obecnosci badanej probki, Ab to absorbancja probki bez
DPPH, jedynie z metanolem (tlo), a Ak stanowi absorbancje¢ kontroli negatywnej (100%
ABTS). Krzywe wzorcowe narysowano, wykres§lajac procentowa redukcje rodnika

ABTS " w stosunku do kontroli negatywne;.

3.2.2.3. Ocena wlasciwoSci przeciwzapalnych wybranych wyciagow roslinnych

Do oceny wlasciwosci przeciwzapalnych wybranych wyciggdw roslinnych wykorzystano
mysie makrofagi ustalonej linii RAW 264.7. Ze wzgledu niestabilno$¢ tlenku azotu
(ang. nitric oxide, NO), do posredniej oceny produkcji NO wykorzystano jego bardziej
trwate metabolity — azotany (III), ktorych stezenie okreslono za pomoca odczynnika
Griessa (Sigma-Aldrich, South Africa). Doswiadczenie wykonano wedlug procedury
opisanej wczesniej przez Dzoyem i wspotpracownikéw (2016).

Mysie makrofagi linii RAW 264.7 zakupione z American Type Culture Collection
(ATCC, USA), byty utrzymywane w modyfikowanym podiozu Eagle’a (ang. Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, DMEM) uzupelionym 10% FBS, z dodatkiem 1% penicyliny
(100 jednostek/ml) 1 streptomycyny (100 pg/ml) w inkubatorze w temperaturze 37°C
w atmosferze zwierajacej 5% CO> (HERAcell 150, Thermo Electron Corp, Seperation
Scientific, Johannesburg, Republika Potudniowej Afryki). W celu przeprowadzenia testu
makrofagi wysiano do sterylnej ptytki 96- dotkowej w ilosci 1 x 10° komérek/ studzienke
w 100 pl pozywki hodowlanej (Ryc. 17). Ponadto przygotowano roztwory podstawowe
wyciagdw roslinnych o stezeniu 10 mg/ml, ktore przefiltrowano przez sterylne filtry
strzykawkowe o S$rednicy 0,22 pm. Po 24 godzinach inkubacji pozywka zostata
wymieniona na 100 pl nowej, zawierajacej 2 ug/ml LPS E. coli 0111:B4, w celu
aktywacji makrofagdw. Roztwory robocze wyciggdw roslinnych przygotowano tuz przed
ich dodaniem do studzienek, poprzez odpowiednie rozcienczenie roztworoOw
podstawowych w podtozu DMEM do uzyskania stezen od 800 do 20 pg/ml badanych
wyciggow (stezenia koncowe w studzienkach wynosity od 400 do 10.ug/ml). W sposéb
analogiczny zostala przygotowana substancja odniesienia jakg byt diklofenak.
Do studzienek (z wyjatkiem kontroli negatywnej 1 pozytywnej) dodano nastepnie
po 100 pl odpowiedniej probki. Komorki inkubowano przez kolejne 24 godziny,
po ktorych 100 pl supernatantu przeniesiono na nowa ptytke 96- dotkowa, na ktorej
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do kazdej ze studzienek dodano 100 pl odczynnika Griessa. Mieszaning inkubowano
przez 15 minut bez dostgpu $§wiatta w temperaturze pokojowej. Nastepnie zmierzono
absorbancje¢ przy dlugosci fali 540 nm za pomoca czytnika mikroptytek (Synergy Multi-
Mode Reader, BioTek). Studzienki w kolumnach 1 1 12 zawierajace tylko pozywke
z odczynnikiem Griessa stanowity probe §lepa.

kontrola

negatywna
Bl o

czysta pozywka
/AN

GV~
eymAzod ©1sAzo

LPS
kontrola
pozytywna

Ryc. 17. Przykladowa plytka przygotowana do oceny hamowania produkcji NO, po dodaniu odczynnika
Griessa E1,E2,E3,E4 — probki czterech kolejnych wyciagdéw roslinnych; D — diklofenak;
Opracowanie wlasne przy pomocy programu BioRender.com

Poziom azotanow (III) w pozywce obliczono na podstawie krzywej wzorcowej azotynu
sodu (NaNQO3). Procent zahamowania produkcji NO obliczono na podstawie zdolnos$ci
kazdej probki do hamowania wytwarzania tlenku azotu przez makrofagi RAW 264.7
w poréwnaniu z kontrolag (komorki stymulowane LPS, bez badanych substancji).
Nastepnie zbadano zywotno$¢ komorek przy uzyciu przy uzyciu zmodyfikowanego testu
kolorymetrycznego (MTT) na bazie redukcji soli tetrazolowej opisanego przez
Mosmanna (1983). Podtoze usunigto ze wszystkich studzienek ptytki zawierajacej
makrofagi, a nastgpnie przemyto 100 pl soli fizjologicznej buforowanej fosforanami
(PBS) i zastagpiono 200 pl swiezego podtoza. Do kazdej studzienki dodano 20 pl MTT
(Sigma-Aldrich, South Africa) roztwor podstawowy 5 mg/ml w PBS, po czym ptytki
inkubowano przez kolejne 2 godziny w temperaturze 37°C. Po tym czasie podioze
powtornie usunigto, a krysztaty formazanu MTT rozpuszczono w 100 pl DMSO. Ptytki
delikatnie wstrzasano przez 5 minut na wytrzasarce orbitalnej, aby umozliwi¢
rozpuszczenie formazanu. Stopien redukcji MTT zmierzono natychmiast w czytniku
mikroptytek, poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 570 nm (Synergy Multi-
Mode Reader, BioTek). Studzienki w kolumnach 11 11-12, zawierajace jedynie pozywke
1 MTT, bez komorek, stuzyly jako proba Slepa.
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3.2.3. Ocena aktywnosci wyciagu z Silybum marianum (L.) w modelach ex vivo

opartych na wycinkach jelit pozyskanych z przemyslowego uboju drobiu

WYKORZYSTANE METODY
OCENA WPLYWU WYBRANEGO OCENA WPLYWU WYBRANEGO
DODATKU PASZOWEGO NA DODATKU PASZOWEGO NA
INTEGRALNOSC JELITA W AKTYWNOSC MOTORYCZNA
MODELU EX VIVO JELTA W MODELU EX ViVO
Eksplanty btony sluzowej Izolowane wycinki:
jelita czezego -dwunastnicy
-prokysmalnej czgsci
A VDL, jelita czezego
V| -dystalnej czesci
M | jelita czczego
s R
Komora Ussinga- ocena: { J}
-parametry W
elektrofizjologiczne \Lr’
-uwalnianie LDH L"’ ’J

F.aZnia do badania
B narzadéw izolowanych:
: -ocena kurczliwosci
miegsniowki gladkiej

Plytki wielodolkowe:
-uwalnianie LDH
-uwalnianie tlenku azotu

Ryc. 18. Schematyczne przedstawienie metod wykorzystanych do oceny wplywu wyciagu
z Silybum marianum (L.) na wybrane funkcje jelita cienkiego brojlerow kurzych w modelu ex vivo;
Opracowanie wlasne przy pomocy programu BioRender.com.

3.2.3.1. Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na integralnos¢
i przepuszczalno$¢ eksplantow blony sluzowej jelita

inkubowanych w komorze Ussinga

Wplyw wyciagu z Silybum marianum (L.) (Sm) na przepuszczalno$¢ bariery jelitowej
oraz integralno$¢ eksplantow zostat oceniony podczas doswiadczen przeprowadzanych
w komorach Ussinga. Doswiadczenia byly przygotowane wedtug schematu opisanego

w sekeji 3.2.1.3.
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Wycinki proksymalnej czgéci jelita czczego byly przywozone w cieplym podtozu
Williamsa (38+1°C, pH 7.3) z dodatkiem 10% FBS oraz 100 ug/ml Sm w DMSO
lub dodatkiem DMSO (kontrola negatywna). Stezenie DMSO podczas transportu nie
przekraczato 0,1%. W do$wiadczeniu majacym na celu ocen¢ wptywu Sm na wybrane
parametry elektrofizjologiczne w warunkach symulowanego zapalenia wycinki byty
dodatkowo transportowane z dodatkiem lub bez dodatku LPS (10 pg/ml). Czas transportu
wycinkéw do laboratorium, wynoszacy 35 minut, stuzyl réwniez za czas preinkubacji z
badanymi substancjami.

Po przywiezieniu wycinkéw do laboratorium eksplanty byly przygotowywane poprzez
preparacje szkietkiem podstawowym (jak opisano w sekcji 3.2.1.2). Nastepnie eksplanty
byly umieszczane w  komorach Ussinga 1 inkubowane w cieplym
M K-HS (38+1°C, pH 7.3). Bufor znajdujacy si¢ w komorze od strony §luzowki zawierat
dodatkowo 10% FBS. Od strony $luzéwki dodawano rowniez substancj¢ badang:
Sm rozpuszczony w DMSO (stezenie 100 pg/ml) lub DMSO (kontrola negatywna)
z lub bez dodatku LPS (65 pg/ml, stezenie wyznaczone na podstawie danych
literaturowych Kallapura i in., 2015; Zhang i in., 2017a). Stezenie DMSO w komorach
nie przekraczato 0,1%.

Po umieszczeniu eksplantow w komorach Ussinga i pigciominutowej preinkubacji
oceniano parametry elektrofizjologiczne wedtug schematu opisanego w sekcji 3.2.1.4.1.
Podczas inkubacji trwajacej 60-120 minut, temperatura oraz pH buforu byly
utrzymywane na statym poziomie, byl on takze gazowany karbogenem w sposéb ciagty.
Co 30 minut pobierano rowniez proby o objetosci 500 pl do dalszych oznaczen.
Wykonano takze oznaczenie uwalnianego podczas inkubacji LDH, szczegdtowo opisane

w sekcji 3.2.1.4.2.

3.2.3.2. Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na zywotnos¢ wycinkow

jelita podczas inkubacji w plytkach wielodotkowych

Wycinki jelit do doswiadczen na ptytce wielodotkowej byty transportowane w cieptym
podtozu WE (38+1°C, pH 7,3) z dodatkiem 10% FBS oraz 100 ng/ml wyciagu z Silybum
marianum (L.) rozpuszczonym w DMSO lub DMSO (kontrola negatywna). Stezenie
DMSO podczas transportu nie przekraczato 0,1%. Czas transportu wycinkow
do laboratorium, wynoszacy 35 minut, stuzyt rowniez za czas inkubacji z wyciggiem
z Silybum marianum (L.). Do$wiadczenie zostalo wykonane w sposob opisany przez

Zhang i in. (2017a), z pewnymi modyfikacjami.
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Po przywiezieniu do laboratorium wycinek jelita byt rozcinany wzdluz, a nastgpnie
umieszczany $luzowka do gory na szalce Petriego pokrytej parafing. Po odpowiednium
unieruchomieniu fragmentu jelita, przy pomocy sztancy biopsyjnej o $Srednicy 6 mm bytly
z niego wycinane okragte skrawki petnej grubosci, ktore parami umieszczano w dotkach
ptytki 12-dotkowej. Kazdy dotek uzupetiano 1,5 ml podtoza WE z dodatkiem 10% FBS
o temperaturze 39°C, pH 7.3. Nastgpnie przeprowadzono 10 minutowg preinkubacje,
po ktoérej nastgpowala wymiana podloza we wszystkich dotkach oraz dodanie
LPS (0-80 pg/ml) i/lub Sm rozpuszczonego w DMSO (stezenie 100 pg/ml) lub DMSO
(kontrola negatywna) do odpowiednich dotkow testowych. Wycinki kontrolne oraz
stymulowane LPS pochodzily od tego samego zwierzecia, co umozliwialo wzgledne
porownanie wynikow doswiadczenia.

Ptytki na czas 120- minutowej inkubacji umieszczone byty w inkubatorze (TGO 150 Cell
life, Thermo Electron Corporation.) w temperaturze 39°C, w atmosferze 95%/5%
02/CO;. Podczas inkubacji co 30 minut byly pobierane proby podloza inkubacyjnego
0 objetosci 200ul do dalszych oznaczen.

Zywotno$¢ wycinkéw w modelu wykorzystujacym inkubacje na ptytkach wielodotowych
oceniono poprzez test uwalniania LDH. Aktywno$¢ enzymu oceniono w pobranym
w czasie doswiadczen buforze inkubacyjnym. Oznaczenie przeprowadzono
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu testowego, zgodnie z zleceniami producenta
(Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Sigma- Aldrich). Odczyt przeprowadzono z uzyciem
czytnika mikroplytek (BioTek ELx800 Absorbance Microplate Reader, USA).

Wynik przedstawiono jako odsetek aktywnosci LDH w odpowiednim podtozu
inkubacyjnym w porownaniu do aktywnosci enzymu w wycinku tkanki o wymiarach
odpowiadajacych dwom wycinkom znajdujacym si¢ w jednym dotku ptytki podczas
inkubacji, zhomogenizowanym z 1% Triton X-100 (uznane za 100% aktywnoSci

enzymu).

3.2.3.3. Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na uwalnianie tlenku

azotu przez wycinki jelita podczas inkubacji na plytkach wielodotkowych

Pomiar stezenia azotandéw (III) w podtozu hodowlanym stuzyt do posredniego pomiaru
NO wytwarzanego przez wycinki podczas inkubacji. Do oceny stezenia azotynu
wykorzystano odczynnik Griessa (Sigma-Aldrich). 50 pul podtoza inkubacyjnego
pobranych podczas inkubacji przeniesiono na ptytke 96- dotkowa w trzech

powtdrzeniach, a nastepnie dodano 50 pl odczynnika Griessa. Mieszaning inkubowano
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przez 15 minut bez dostgpu §wiatta w temperaturze pokojowej. Nastepnie zmierzono
absorbancje przy dtugosci fali 540 nm za pomoca czytnika mikroptytek (BioTek ELx800
Absorbance Microplate Reader, USA). Studzienki zawierajace tylko podtoze
z odczynnikiem Griessa stanowily probe slepg. Odczynnik Griessa w obecno$ci jonow
azotanéow (III) tworzy barwnik azowy, powodujacy zmian¢ zabarwienia roztworu
z koloru zoéltego na rézowy. Ilo$¢ azotanéow (III) w podtozu obliczono na podstawie

krzywej wzorcowej azotynu sodu (NaNQO»).

3.2.3.4 Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na aktywno$¢ motoryczna

izolowanych wycinkow jelita cienkiego brojlerow kurzych

3.2.3.4.1 Preparacja wycinkow miesniowki gladkiej jelita cienkiego brojlerow

kurzych

Natychmiast po uboju i1 wyjeciu narzaddow wewnetrznych nastgpowata izolacja
dziesigciocentymetrowego fragmentu wybranego odcinka jelita cienkiego: dwunastnicy,
badz proksymalnej lub dystalnej czesci jelita czczego. Nastepnie pobrane fragmenty jelit
byly ptukane i transportowane, zgodnie z opracowana w Zespole metodyka (Postuszny
1 in., 2023). Do ptlukania wykorzystano zimny RF (0-4°C), a pobrane wycinki byty
umieszczone w lodowatym (0-4°C) buforze M K-HS do badania aktywnos$ci motorycznej
1 transportowane na lodzie (0-4°C).

Czas transportu wyizolowanych wycinkéw z zaktadu uboju drobiu do laboratorium
wynosit do 35 minut.

Podobnie jak w przypadku eksplantow blony §luzowej, w celu preparacji wycinkow
miegsniowki gladkiej, wycinki jelit po przywiezieniu do laboratorium byly otwierane
wzdhuz osi podtuznej, a nastgpnie powtornie ptukane i oceniane makroskopowo. Jedynie
wycinki bez widocznych zmian byly wykorzystywane do do$wiadczen. Nastgpnie
z fragmentow jelita wycinano skrawki o wymiarach okoto 1 cm x 2 cm, rownolegle

do przebiegu podtuznych wiokien migs$ni gtadkich (Postuszny 1 in., 2023).

3.2.3.4.2 Schemat doSwiadczenia w komorze do badania narzadow izolowanych

Wyecinki jelit o wymiarach okoto 1 cm x 2 cm byty pojedynczo zamieszczane w komorach
do badania narzagdow izolowanych (Schuler Organ Bath, Hugo Sachs Electronik, March,
Germany) oraz pionowo unieruchamiane poprzez zamocowanie ich dystalnego konca

do stalowego haczyka znajdujacego si¢ na dnie komory (Ryc. 19). Proksymalny koniec
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polaczony byl z haczykiem przymocowanym do wolframowej nici polaczonej
z przetwornikiem izometrycznym (F30, type 372, Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten, Germany). Sygnal przechodzacy przez przetwornik byl nastepnie
amplifikowany przez wzmacniacz mostkowy (DBA, typ 660, Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten, Niemcy) i odczytywany przez rejestrator analogowo- cyfrowy
(PowerLab, ADInstruments, Sydney, Australia). Zmiany aktywno$ci motorycznej
wycinkoéw zostaty zobrazowane 1 zapisane w programie LabChart 7.0 (ADInstruments,
Sydney, Australia). Analiza danych zostala przeprowadzona przy uzyciu programu

LabChart 8.1. 1 Microsoft Office Excel.

PRZETWORNIK
IZOMETRYCZNY

Ryc. 19. Doswiadczenie w komorze do badania narzagdéw izolowanych
A. Wycinek jelita umieszczony w komorze; dystalny koniec przymocowany do stalowego haczyka
znajdujacego si¢ na dnie komory; proksymalny koniec potaczony z haczykiem przymocowanym
do wolframowej nici potaczonej z przetwornikiem izometrycznym

B. Komory do badania narzadéw izolowanych polaczone z wzmacniaczem oraz rejestratorem
analogowo- cyfrowym

3.2.3.4.3 Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na aktywnos$¢

motoryczng dwunastnicy i jelita czczego

Doswiadczenia przeprowadzono w oparciu o stosowang w Zakladzie metodyke
(Postuszny 1 in., 2023). Kazde z do$wiadczen bylo poprzedzone okoto 45minutowa
preinkubacja, majaca na celu stabilizacj¢ wycinkéw w warunkach do$wiadczalnych.
Podczas preinkubacji wycinki byly przeplukiwane co 15-20 minut $wiezym buforem
Krebsa-Hanseleita (39°C), ktéry w komorach byl gazowany karbogenem w sposob
ciggly. Doswiadczenia przeprowadzane byly w warunkach izometrycznych, a zmiang
kurczliwosci wycinka odczytywano poprzez rejestracj¢ zmian jego napigcia.
Po zakonczeniu wstgpnej preinkubacji  wycinki poddano  dziataniu  sity

0,01 N, dwukrotnie w odstgpie 15 minutowym. Nastepnie oceniono odpowiedz
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wycinkow na dziatanie prokinetycznej substancji referencyjnej poprzez podanie 10 pM
acetylocholiny (ACh) przynajmniej dwukrotnie. Jedynie wycinki wyraznie reagujace
na ACh w sposéb powtarzalny oraz wykazujace miarowa aktywnos$¢ spontaniczng byty
wykorzystane do dalszych doswiadczen. Rejestrowano aktywno$¢ motoryczng przez
3 - 5 minut. Nastepnie komory przeplukiwano $wiezym buforem (ang. flush).
Po przeptukaniu 1 stabilizacji aktywnosci spontanicznej wycinka powtornie podawano
ACh (10 puM). Nastepnie powtarzano ptukanie §wiezym buforem i po powrocie
do aktywnosci spontanicznej podano DMSO w stezeniu 0,5% w celu sprawdzenia reakcji
wycinkow na rozpuszczalnik. Po stabilizacji aktywno$ci spontanicznej wycinkow
rozpoczynala si¢ zasadnicza cze$¢ doswiadczenia majaca na celu oceng wplywu
rosngcych stgzen Sm, podawanych w sposob niekumulatywny, na aktywno$¢ motoryczna
wycinkéw. Badane stezenia wyciggu wynosity: 0,0001; 0,0005; 0,001; 0,005; 0,01; 0,05
10,1 mg/ml (Ryc. 20). Po podaniu wyciagu reakcj¢ wycinkow obserwowano przez okoto
5 minut (do uzyskania fazy plateau), a nastepnie podawano ACh (10 uM). Po kolejnych
5 minutach komory plukano i po stabilizacji pracy wycinka procedur¢ powtarzano
podajac wyzsze stezenie wyciagu, tj. oceniono wptyw wyciagu na aktywno$¢ motoryczng

wycinkow jelita w sposob niekumulacyjny.

ACh (10 pM)

ACh (10 uM)

ACh (10 uM)
ACh (10 uM!
ACh (10 pM)

—_—
m (0,005)
Sm (0,01)

ACh (10 uM)
ACh (10 uM)

ACh (10 uM)
ACh (10 M)

(0,0005)

Sm

(0,0001)

DMSO

i

) \ A\l |\ |
P s |
w i wi i

Ryec. 20. Przyktadowy zapis zmian aktywno$ci motorycznej wycinka proksymalnej czgsci jelita czczego
wywotanych przez Sm. ACh — Acetylocholina (10 uM), Sil —wyciag z Silybum marianum (L.)
F — ptukanie (ang. flush) $wiezym M K-HS.

W ten sposob przeprowadzono ocen¢ wplywu Sm na aktywnos$¢ spontaniczng
migsnidowki oraz indukowang acetylocholing. Na zakonczenie eksperymentu podano
Ach w celu weryfikacji reaktywnos$ci wycinkow.

Wszystkie wyniki wyrazono jako procent reakcji kontrolnej, to jest zmiany aktywnos$ci
motorycznej wycinka w odpowiedzi na M K-HS lub DMSO (0,5%) w przypadku analizy
aktywno$ci spontanicznej i skurczu migsni gladkich wywotanego przez ACh (10 mM)

w przypadku analizy wplywu na aktywno$¢ indukowang ACh. Reakcje wywolang przez
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M K-HS, DMSO (0,5%) i ACh w dawce referencyjnej zdefiniowano jako 100%
(kontrola).

3.2.4. Obliczenia i analiza statystyczna

Wyniki poszczegdlnych doswiadczen zostaly wyrazone jako $rednia £ SD. Rdznice
statystyczne miedzy grupami obliczano przy uzyciu jednokierunkowej analizy wariancji
(ANOVA), a nastgpnie testu porownan wielokrotnych Tukeya lub testu t, jesli
porownywano tylko dwie grupy. Wyniki uznano za statystycznie istotne, gdy p <0,05.
Obliczenia byly wykonywane przy uzyciu programéw Excel (Microsoft Office 365),
LabChart 8.1, StatSoft, Inc. STATISTICA (system oprogramowania do analizy danych),
wersja 13 www.statsoft.com oraz GraphPad Prism 8.0.0 dla systemu Windows

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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4. WYNIKI

4.1. Optymalizacja warunkow transportu i charakterystyka modelu z uzyciem

wycinkow jelita czczego

4.1.1. Wplyw warunkéw transportu na uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej

przez wycinek

Na wykresie (Ryc. 21) przedstawiono aktywnos¢ LDH uwolnionej z komoérek wycinkdéw
jelit podczas transportu z ubojni do laboratorium, zaleznie od zastosowanej podtoza oraz
temperatury transportu. Istotne statystycznie réznice zaobserwowano jedynie pomigdzy
aktywno$cia LDH uwolnionej z wycinkow transportowanych w cieptym (38+1°C)
buforze M K-HS (gdzie aktywno$s¢ LDH byta najwyzsza i wynosita 1,83%)
a aktywnosciag LDH zmierzong w cieptym podtozu transportowym WE z dodatkiem 10%
FBS (gdzie stwierdzono najnizsza aktywno$¢ LDH w eksperymencie, wynoszaca 0,67%
+ 0,34). Na podstawie analizy otrzymanych wynikow postanowiono wykorzystywac

podtoze WE z dodatkiem 10% FBS we wszystkich kolejnych dos§wiadczeniach.

Aktywno$¢ LDH w podtozu po transporcie

3,00 be
= 2,50
OE 2,00 ab
] ab b ab
— a ab ab
2 1,50
g d
E\ 1,00 a
X
< 0,50
0,00
M K-HS WE WE+FBS M K-HS + 1T
Podtoze transportowe
B transport w zimnym podtozu u transport w cieptym podiozu

Ryc. 21. Aktywnos¢ LDH w podtozu po przywiezieniu wycinkow z ubojni do laboratorium, zaleznie od
warunkow transportu (temperatura, zastosowane podtoze). Wynik przedstawiono jako odsetek aktywnosci
LDH w odpowiednim buforze inkubacyjnym w poréwnaniu do aktywno$ci enzymu we fragmencie
sluzowki dhugoscei transportowanego wycinka zhomogenizowanym z 1% Triton X-100 (uznano za 100%
aktywno$ci enzymu).

Wyniki przedstawiono jako $rednig £ SD (n=8). Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym
testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya), roézne litery oznaczaja rdznice
statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05
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Na wykresie (Ryc. 22) przedstawiono aktywnos¢ LDH w buforze inkubacyjnym
(M K-HS), podczas inkubacji eksplantow w komorach Ussinga, ktére zostaty
przywiezione do laboratorium w podtozu WE z dodatkiem 10% FBS w roznej
temperaturze. Statystycznie istotny wzrost aktywnosci LDH zaobserwowano
po 120 minutach inkubacji, niezaleznie od temperatury transportu wycinkow.
W przypadku eksplantéw pozyskanych z wycinkéw transportowanych w ciepltym
podiozu nie zaobserwowano dalszego istotnego wzrostu w aktywnosci uwalnianej LDH
do 180 minuty inkubacji. W przypadku eksplantow pozyskanych z wycinkow
transportowanych w zimnym podiozu kolejny istotny statystycznie wzrost aktywnosci
LDH zaobserwowano po 150 minutach inkubacji, ale bez dalszych, istotnych zmian

do 180 minuty inkubacji.

Aktywno$¢ LDH w podtozu podczas inkubacji w komorach
Ussinga

10
9 c
8 b
S v
‘E 6 b b
a5 b
=4 a
25 a
[e]
. |
Z 0
30 90 120 150 180

Czas inkubacji [min]

B transport w zimnym podtozu H transport w cieptym podtozu

Ryc. 22. Aktywnos¢ LDH w buforze inkubacyjnym w czasie inkubacji eksplantow w komorach Ussinga,
zaleznie od temperatury transportu wycinkéw i czasu inkubacji. Wynik przedstawiono jako odsetek
aktywnosci LDH w odpowiednim buforze inkubacyjnym w poréwnaniu do aktywnosci enzymu w wycinku
tkanki o wymiarach odpowiadajacych fragmentowi eksplantu podlegajacemu ekspozycji w komorze
Ussinga, zhomogenizowanym z 1% Triton X-100 (uznano za 100% aktywnosci enzymu).

Wyniki przedstawiono jako srednig = SD (n=6-13). Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym
testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya), rézne litery oznaczaja roznice
statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05
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4.1.2. Wplyw temperatury transportu na skuteczno$¢ preparacji

Preparacja wycinkéw przywiezionych w zimnym podtozu transportowym (0-4°C)
charakteryzowata si¢ zdecydowanie nizszym odsetkiem sukceséw (ok. 50%),
W porOwnaniu z preparacjg wycinkow przywiezionych w cieplej pozywce (38+1°C),
w przypadku ktorej udawato sie skutecznie przygotowac eksplant w ok. 85-90%. Brak
sukcesow wynikal przede wszystkim z uszkodzen mechanicznych — przerwania lub
rozszczelnienia eksplantu podczas preparacji, a takze przeciekania podczas rozgrzewania
eksplantu — preinkubacji. Na rycinie 23 przedstawiono wyglad eksplantu podczas

preparacji oraz po umieszczeniu na wktadzie do komory Ussinga.

Ryec. 23. Skuteczna preparacja wycinka jelita przed
zamontowaniem w komorze Ussinga

A — przygotowany eksplant umieszczony na insercie do komory
Ussinga, przed jego zamknigciem;

B wycinek po preparacji szkietkiem podstawowym; na zdjgciu
widoczny fragment jelita petnej grubo$ci zwroconego sluzowka
do gory oraz fragment przydanki pozostaty na podktadce po
preparacji.

4.1.3. Wplyw preparacji na wartos¢ przeznablonkowego oporu elektrycznego

Na wykresie (Ryc. 24) przedstawiono rozktad wartosci TEER w czasie
T0 — odpowiadajagcemu pomiarowi wykonanemu po zamontowaniu fragmentu tkanki
w komorze Ussinga oraz pigciominutowe] preinkubacji w celu kalibracji uktadu.

Zestawienie prezentuje dwie grupy: wycinki niepreparowane (NP) oraz preparowane (P)
- eksplanty. Obie grupy charakteryzowal rozklad normalny, a §rednia wartos¢ TEER
w czasie TO w przypadku eksplantéw wynosita 154,3 Qxcm? i byla istotnie nizsza niz
w przypadku wycinkéw pelnej gruboscei, dla ktérych warto$é ta wynosita 248,6 Qxcm?
(Tabela 3). Jednoczes$nie zakres wartosci TEER dla obu grup byt do$¢ szeroki obejmowat
wartosci od 49,0 do 409,5 Qxcm? w przypadku eksplantéw oraz od 120 do 437,5 Qxcm?
w przypadku wycinkow niepreparowanych. Duzy rozrzut warto$¢ wyjsciowych, na
poczatku inkubacji, wskazuje na konieczno$§¢ wykonywania do$wiadczen na mozliwie
jednorodnej grupie wycinkow/eksplantow — na przyktad pochodzacych od zwierzat z
jednego stada oraz porownywania wzglednego otrzymanych wynikdéw, co zostanie

omowione w dyskusji pracy.
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Tabela 3. Poré6wnanie warto$ci TEER dla wycinkow niepreparowanych (NP) oraz preparowanych (P)
w czasie TO przy uzyciu testu t-studenta dla préb niezaleznych

Srednia Liczba (n) SD NP.vP
p
NP 248,6 71 82,3
< 0,001
P 154,3 68 77,4

TEER w czasie Tl
NP =71
P =62

Liczba obs.

v I I N

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 EIP

Ryc. 24. Rozklad wartosci przeznablonkowego oporu elektrycznego (Qxcm?) w czasie TO
(po zamontowaniu w komorach Ussinga i po 5-minutowej preinkubacji) dla dwdch grup wycinkéw —
niepreparowanych (n=71), zaznaczonych kolorem niebieskim oraz preparowanych (n=68), zaznaczonych
kolorem pomaranczowym. Opracowanie wilasne, przy uzyciu programu Statistica. NP — wycinki
niepreparowane; P- wycinki preparowane (eksplanty); obs — obserwacje; TEER — przeznablonkowy opor
elektryczny
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Pomiar TEER co 30 minut w czasie inkubacji wycinkow w komorach Ussinga wykazat
statystycznie istotny wzrost oporu dla wycinkow niepreparowanych juz po 30 minutach
inkubacji. Do konca inkubacji obserwowano staly wzrost TEER, ktory w 90 min. okazat
si¢ istotnie wyzszy niz w 30 min. (Ryc. 25). Nie zaobserwowano istotnych zmian warto$ci
TEER w przypadku eksplantéw, chociaz mozna zauwazy¢ podobng tendencj¢ wzrostowa

TEER w trakcie trwania inkubacji.

TEER w czasie inkubacji w komorach Ussinga

400,0 .
C

350,0 be

300,0 b A A A
— 2500 . <
£ 2000
: [ A
g 1500
~ 1000
o
= 50,0

0,0

0 30 60 90 120

Czas inkubacji [min]
wycinki niepreparowane ® wycinki preparowane - eksplanty

Ryc. 25. Wartosci TEER wyrazona jako $rednia + SD podczas inkubacji wycinkéw w komorach Ussinga.
Réznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05 w obrebie grup zaznaczono odpowiednio malymi
literami dla wycinkow niepreparowanych (n=122) oraz wielkimi literami dla eksplantow (n=69). Analiza
statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test
Tukeya).

Poréwnanie wzglednych zmian warto§ci TEER w czasie inkubacji, przy przyjeciu
warto$ci z poczatku inkubacji (T0) za 100%, wykazalo istotny wzrost oporu dla
wycinkdéw niepreparowanych pomigdzy 30 a 60 min. inkubacji 1 dalszy, ale nieistotny

wzrost, pomigdzy 60 i 90 minutg inkubacji (Ryc. 26). Nie zaobserwowano istotnych

zmian wzglednych warto$ci TEER w przypadku eksplantow.
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Wzgledna zmiana TEER w czasie inkubacji w komorach Ussinga
250,0

200,0

C
be
A A
a
150,0 A
I @
100,0 I
50,0
0,0
30 60 90 120

Czas inkubacji [min]

Wzrost TEER [%]

wycinki niepreparowane m wycinki preparowane - eksplanty

Ryc. 26. Wzgledne zmiany warto$ci TEER wyrazone jako $rednia + SD podczas inkubacji wycinkoéw
w komorach Ussinga, wyrazone jako % wartosci w czasie TO — uznane za 100%. Roznice statystyczne na
poziomie istotnosci p < 0,05 w obrebie grup zaznaczono odpowiednio matymi literami dla wycinkow
niepreparowanych (n=122) oraz wielkimi literami dla eksplantow (n=69). Analiza statystyczna wykonana
jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya).

4.1.4 Charakterystyka transportu substancji wskaznikowych przez eksplanty

w komorach Ussinga

Poro6wnanie transportu mannitolu (substancji wskaznikowej dla transportu
miedzykomdrkowego) przez wycinek niepreparowany oraz preparowany (eksplant)
z przedziatu $luzéwkowego do przydankowego w komorze Ussinga wykazato istotnie
wyzszy  przeptyw mannitolu w przypadku eksplantéw blony  $luzowe;j
(Ryc. 27). Przeptyw przez wycinek preparowany wynosit $rednio 3,34 nmol/min/cm?,

podczas gdy przez niepreparowany wynosit 0,95 nmol/min/cm?.
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Przeplyw mannitolu przez wycinek preparowany i niepreparowany
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Ryc. 27. Przeplyw mannitolu przez wycinek preparowany i niepreparowany podczas inkubacji
w komorach Ussinga. Wyniki przedstawiono jako $rednie = SD (n= 5-7). Rdzne litery oznaczajg réznice
statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05. Analiza statystyczna wykonana testem t- studenta dla prob
niezaleznych.

Analiza stezenia mannitolu w przedziale przydanki pokazata, ze w przypadku eksplantow
zaobserwowano istotny wzrost st¢zenia mannitolu w przedziale przydankowym
po 90 minutach inkubacji, w poréwnaniu do stezenia po 30 minutach inkubacji, ktore

wynosito odpowiednio 18,57 (£5,85) oraz 6,40 (£ 2,92) uM.

Natomiast w przypadku wycinkdw niepreparowanych nie zaobserwowano istotnych
zmian stezenia mannitolu po 90 min inkubacji w poréwnaniu do stezenia po 30 min.
inkubacji. Dodatkowo, stezenie mannitolu po 30 min. inkubacji bylo niewielkie, wynosito
srednio 1,56+1,73 uM 1 nie roznito si¢ istotnie statystycznie od wartosci tla stwierdzanej

w czasie TO (Ryc. 28).
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Stezenie mannitolu w czasie inkubacji
wycinkdéw preparowanych 1 niepreparowanych
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Ryc. 28. Stgzenie mannitolu w przedziale przydankowym podczas inkubacji wycinkéw w komorach
Ussinga. Mate litery oznaczajg réznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05 w grupie wycinkow
preparowanych, a wielkie litery niepreparowanych. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci £SD
(n=5-7). Analiza statystyczna w obr¢bie kazdej z grup wykonana testem t- studenta dla prob niezaleznych.

Ze wzgledu na brak statystycznie istotnych zmian stgzenia substancji wskaznikowe;j:
mannitolu  w przypadku wycinkdOw niepreparowanych, kolejne doswiadczenia
wykonywane byly jedynie z wykorzystaniem wycinkow preparowanych — eksplantow
btony §luzowe;.

W przeciwienstwie do zmian st¢zenia mannitolu, w przypadku zoétci luciferowej (LY),
innej, powszechnie wykorzystywanej, substancji wskaznikowej dla transportu
miedzykomorkowego, podczas inkubacji eksplantow nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian st¢zenia LY w przedziale przydankowym, Poro6wnanie zmiany st¢zen
obu substancji podczas inkubacji eksplantow w komorach Ussinga przedstawiono

na Ryc. 29.
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Stezegnie mannitolu i LY w czasie inkubacji
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Ryec. 29. Stezenie mannitolu i zotci lucyferowej (LY) w przedziale przydankowym podczas inkubacji
eksplantow w komorach Ussinga. Mate litery oznaczajg rdznice statystyczne na poziomie istotnosci

p < 0,05 w stgzeniu mannitolu, a wielkie litery w stezeniu LY. Wyniki przedstawiono jako $rednie = SD
(n=5-7). Analiza statystyczna dla kazdej z substancji wykonana testem t- studenta dla prob
niezaleznych.

W tabeli 4 przedstawiono poréwnanie transportu réznych substancji wskaznikowych
przez eksplant blony S$luzowej jelita czczego brojlera kurzego. Transport
LY jest ponad 60 razy mniejszy niz mannitolu, a transport kofeiny okoto 240 razy wyzszy
niz peroksydazy chrzanowej. Jednoczesnie LY jest okoto 50 razy lepiej transportowany

niz peroksydaza chrzanowa.

Tabela 4. Transport substancji wskaznikowych przez eksplant blony $luzowej jelita czego. W tabeli
przedstawiono wartosci $rednie = SD (n = 6-7) *przeptyw dla LY ma charakter hipotetyczny, poniewaz
zostal obliczony na podstawie danych stezenia LY ponizej LOQ (ang. Limit of Quantification, granica
oznaczalno$ci) metody analitycznej

Przeplyw [nmol/min/cm?]

Mannitol Lucifer yellow* Peroksydaza chrzanowa Kofeina

3,34+ 0,89 0,05 +0,03 0,001 = 0,001 0,24 £ 0,05

Z kolei w tabeli 5 przedstawiono pozorny wspotczynnik przepuszczalnosci dla badanych
markerow (Papp), ktory pozwala poréwnacé wielkos¢ transportu pomiedzy substancjami

bez wzgledu na ich st¢zenie poczatkowe. W tym poréwnaniu, zakres wspotczynnika Papp
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dla LY, peroksydazy chrzanowej i kofeiny jest podobny i miesci sie w zakresie 10 cm/s.
Przepuszczalno$é¢ dla kofeiny jest zatem podobna do przepuszczalnos$ci dla peroksydazy
chrzanowej 1 okoto 3-razy wyzsza niz dla LY. Warto zwrdci¢ uwage, ze pozorny
wspotczynnik  przepuszczalnosci  jest najwyzszy dla  mannitolu  (Wynosi
50,07 x 10°6 cm/s).

Tabela 5. Wspotczynnik przepuszczalno$ci pozornej Papp (cm/s) W tabeli przedstawiono wartos$ci rednie

+ SD (n = 6-7) * Papp dla LY ma charakter hipotetyczny, poniewaz zostat obliczony na podstawie danych
stezenia LY ponizej LOQ (ang. Limit of Quantification, granica oznaczalnosci) metody analitycznej

Wspolczynnik przepuszczalnosci pozornej Papp (cm/s)

Mannitol Lucifer yellow* Peroksydaza chrzanowa Kofeina
50,07 + 13,44 2,10+ 1,27 5,63 £3,35 7,76+ 1,80
x10¢ x10¢ x10¢ x10%®

4.1.5. Charakterystyka parametrow elektrofizjologicznych eksplantow

inkubowanych w komorze Ussinga

W tabeli 6 przedstawiono parametry elektrofizjologiczne dla eksplantéw btony §luzowe;j
jelita czczego (n=8) zamontowanych w komorach Ussinga. Ze wzgledu na duzy rozrzut
wartosci wyjSciowych pomiedzy zwierzgtami (sekcja 4.1.3. Ryc. 24), w celu
ujednolicenia badanej grupy, przedstawiono wyniki od zwierzat pochodzacych z jednego
stada. Nalezy zwroci¢ uwagg, ze catkowita przewodnos¢ eksplantow (Gt) wynosi 11,43
mS/cm2, podczas gdy przewodno$¢ komoérkowa (Gce) tylko 2,89 mS/cm2. Tak wige

przewodnos$¢ komorkowa stanowi okoto 25% catkowitej przewodnosci eksplantu.

Tabela 6. Wartosci elektrofizjologiczne dla eksplantow blony §luzowej jelita czczego w komorach
Ussinga. W tabeli przedstawiono $rednie dla badanych parametréw + SD (n= 8).

Przeznablonkowy Przewodno$¢ Prad Przewodnos$é Przeznablonkowa
opor elektryczny calkowita (Gt) | zwarcia (Isc) | komodrkowa roznica potencjaléw
(TEER) (Go) (TEP)
Zacisk natezeniowy =
0 pA
Om x cm? mS/cm? pA/cm? mS/cm? mV
91,84 + 23,31 11,43 £2,59 6,38 £2,36 2,89+ 1,84 2,63 +1,02
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4.2. Ocena wybranych wlasciwosci roslinnych dodatkow paszowych - wyciagow

roslinnych w warunkach in vitro
4.2.1. Ocena wlasciwosci przeciwbakteryjnych wybranych wyciagow roslinnych

4.2.1.1. Minimalne st¢zenie hamujace

W tabeli 7 przedstawiono $rednie wartosci MIC badanych wyciaggéw roslinnych dla
dwoéch gatunkéow gronkowcow (bakterie Gram-dodatnie): Staphylococcus aureus
1 Staphylococcus epidermidis oraz Gram-ujemnych bakterii nalezacych do rodziny
Enterobacteriaceae: Salmonella enterica subsp. enterica serowar Enteritidis, Salmonella
enterica subsp. enterica serowar Typhimurium i dwoch szczepow Escherichia coli,
w tym enterokrwotocznego serotypu O157:H7. W przypadku wyciagow z Cynara
scolymus, Solidago virgaurea 1 Taraxacum officinale nie udato si¢ wyznaczy¢ wartosci
MIC w zakresie testowanych stezen (do 2,5 mg/ml) dla badanych gronkowcow. Jedynie
wyciag z Silybum marianum (L.) wykazal stabe dziatanie hamujace wzrost tych bakterii
(MIC réwne 1,04 £0,32 mg/ml). Wyciag z Silybum marianum (L.) wykazal rowniez
najsilniejsze wlasciwos$ci hamujace wzrost bakterii z rodziny Enterobacteriaceae sposrdd
testowanych wyciagoéw, przy czym dziatanie to bylo silniejsze wobec badanych szczepow
E.coli (MIC réwne 0,31 mg/ml), niz badanych przedstawicieli Salmonella spp.
(MIC réwne 0,63 mg/ml). W przypadku wyciagow z Solidago virgaurea 1 Taraxacum
officinale réwniez dla badanych bakterii z rodziny Enterobacteriaceae nie udato si¢
wyznaczy¢ wartosci MIC w zakresie testowanych stgzen (do 2,5 mg/ml). Wyciag
z Cynara scolymus wykazal bardzo stabe dziatanie hamujace wzrost Salmonella spp.
1 obu szczepow E. coli, MIC dla kazdej z tych bakterii bylo rowne maksymalnemu

badanemu st¢zeniu wyciagu i wynosito 2,5 mg/ml.
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Tabela 7. Srednie wartosci MIC dla badanych wyciagéw oraz kontroli pozytywnej (gentamycyna)
z 6 niezaleznych powtérzen =+ SD. Zakres badanych stezen wyciagdw  wynosit:
2,5 mg/ml - 0,0195 mg/ml oraz 0,05 mg/ml - 0,000024 mg/ml dla kontroli pozytywnej (gentamycyna).

Salmonella
Badany enterica Salmonella
wyclag/ subsp. enterica subsp. E.coli
substancia enterica enterica O157:H7 | E.coli
1 serowar serowar (ATCC | (ATCC
S. aureus | S.epidermidis | Enteritidis | Typhimurium 43888) 35218)
MIC
Cynara 2,50 2,50 [mg/ml]
scolymus >2.50 >2.50 2,50 £0,00 2,50 £0,00 +0,00 +0,00
Solidago [mg/ml]
virgaurea >2.50 >2.50 >2.50 >2.50 >2.50 >2.50
Taraxacum [mg/ml]
officinale > 2,50 >2.50 >2.50 >2,50 > 2,50 >2.50
Silybum [mg/ml]
marianum 1,04 0,31 0,31
(L) +0,32 0,73 £0,26 | 0,63 +0,00 0,63 +0,00 +0,00 +0,00
0,1+ 0,02 0,02 [ng/ml]
gentamycyna 0,07 1,18+1,48 | 0,02 +0,00 0,06 £ 0,04 +0,00 +0,00

4.2.1.2. Wplyw wybranych wyciagéw roslinnych na tworzenie biofilmu

Wplyw badanych wyciaggdéw na wytwarzanie oraz niszczenie biofilmu bakteryjnego
wytwarzanego przez S. epidermidis podsumowano w tabeli 8. Do badania wykorzystano
roztwory robocze wyciagdw (2 mg/ml) Taraxacum officinale (L.), Solidago virgaurea,
Cynara scolymus oraz roztwor o stgzeniu sub-MIC: 1,25 mg/ml wyciagu Silybum
marianum (L.). Sposrod badanych wyciagow, jedynie wyciag z Solidago virgaurea
wykazal dobre wlasciwosci hamujace formowanie biofilmu (63 £12% zahamowania),
gdyz za takie uznaje si¢ hamowanie powyzej 50% tworzenia biofilmu (Famuyide
iin., 2019). Zaden z testowanych wyciagéw nie wykazal dobrych wtasciwosci niszczenia
wytworzonego biofilmu bakteryjnego. Wartosci <0 uznawane sg za brak wilasciwosci
niszczenia biofilmu, a wrecz za wilasciwosci promujace jego powstawanie (Sandasi

1in., 2011). Taki wynik uzyskano dla wszystkich testowanych wyciggdéw roslinnych.
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Tabela 8. Wptyw badanych wyciggéw na tworzenie biofilmu. Wyniki wyrazono jako $redni odsetek
hamowania wytwarzania biofilmu oraz niszczania biofilmu wytworzonego przez S.epidermidis w ciagu
24 godzin + SD (n = 4-6). . Do badania wykorzystano roztwory robocze wyciagdéw (2 mg/ml) Taraxacum
officinale (L.), Solidago virgaurea, Cynara scolymus oraz roztwér o stezeniu sub-MIC: 1,25 mg/ml
wyciagu Silybum marianum (L.).

% hamowania % niszczenia biofilmu

wytwarzania biofilmu | wytworzonego przez
Substancja badana przez S.epidermidis S.epidermidis
Cynara scolymus 1+11 -4 +4
Solidago virgaurea 63 £12 -249
Taraxacum officinale 7£15 -9 +13
Silybum marianum 345 -10 £11
Cyprofloksacyna 99 +6 61 £12

4.2.1.3. Aktywnos$¢ anty- quorum sensing

Wiasciwosci anty-quorum sensing (AQS) badanych wyciagdéw roslinnych przedstawiono
w tabeli 9. Za minimalne stezenie hamujace quorum sensing (MQSIC) przyjeto najnizsze
stezenie wyciggu roslinnego charakteryzujace si¢ wzrostem bakterii (zmetnieniem
pozywki) i brakiem fioletowego zabarwienia, wskazujace na wzrost bakterii bez
pigmentu - wiolaceiny. Sposrdéd badanych wyciggow w zakresie testowanych stezen
(1,25 mg/ml - 0,039 mg/ml) MQSIC udalo si¢ wyznaczy¢ jedynie dla wyciagu z Silybum
marianum (L.) (MQSIC = 0,23 +0,09 mg/ml). Réwniez MIC, charakteryzujace si¢
brakiem zmetnienia pozywki oraz brakiem fioletowego pigmentu wyznaczono jedynie
dla wyciagu z Silybum marianum (L.) (MIC = 0,47 +£0,18 mg/ml; Tabela 7). Wskazuje
to, ze sposrod badanych wyciagow, wyciag z Silybum marianum (L.) jako jedyny

wykazal wlasciwosci hamujgce quorum sensing oraz wzrost bakterii.
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Tabela 9. Wlasciwos$ci anty-quorum sensing (AQS) badanych wyciagéw roslinnych. Zakres stezen
substancji badanych wynosit 1,25 mg/ml - 0,039 mg/ml dla wyciagdw roslinnych, a kontroli pozytywnej -
waniliny: 2,5 mg/ml- 0,078 mg/ml. Najnizsze st¢zenie, przy ktéorym nie zaobserwowano wzrostu ani
pigmentacji, zostato zinterpretowane jako MIC. Obecno$¢ wzrostu (zmetnienia) i brak barwy — fioletowego
pigmentu zostaly zinterpretowane jako minimalne st¢zenie hamujace quorum sensing (MQSIC). Jako ICsg
okreslono stezenie hamujace 50% produkcji wiolaceiny, wyznaczone z krzywej zaleznosci stezenie efekt
dla badanych substancji. Wyniki wyrazono jako warto$ci $redniex SD (n = 4-6). *hipotetyczna warto$¢
ICso wyznaczona na podstawie krzywej

Badany wyciag/ substancja

MIC (mg/ml) MQSIC (mg/ml) IC50 (mg/ml)
Cynara scolymus >1,25 >1,25 1,25 +£0,90*
Solidago virgaurea >1,25 >1,25 0,84 +0,37
Taracacum officinale >1,25 >1,25 1,83 £0,66*
Silybum marianum 0,47 £0,18 0,23 +0,09 0,05 +0,00
Wanilina 0,31 +0,00 ND 0,21 £0,07

Na rycinie 30 zamieszczono wartosci stezenia hamujacego 50% produkcji wiolaceiny dla
badanych wyciagow (wartosci 1Cso). Dla wyciagu z Silybum marianum (L.) warto$¢
ta wynosi 0,05 +0,00 mg/ml 1 jest nizsza niz dla kontroli pozytywnej — waniliny

(0,21 £0,07 mg/ml) (Ryc. 30).

IC,,, produkcji wiolaceiny
3,00

2,50
2,00

1,50

Stezenie [mg/ml]

1,00

0,50

==
0,00 =

Solidago virgaurea Silybum marianum
Cynara scolymus Taracacum officinale wanilina
Ryec. 30. ICso produkcji wiolaceiny - stgzenie hamujace 50 % produkcji wiolaceiny, wyznaczone w oparciu
o krzywa zalezno$ci st¢zenie - efekt dla badanych substancji. Wyniki wyrazono jako wartosci srednie £SD
(n=4-6). Dla wyciagow z Cynara scolymus oraz Taracacum officinale na podstawie krzywej wyznaczona

zostata jedynie hipotetyczna warto$¢ ICso.
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4.2.2. Ocena wlasciwos$ci antyoksydacyjnych wybranych wyciagow roslinnych

4.2.2.1 Test redukcji rodnikow 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowych

Na wykresie (Ryc. 31) przedstawiono $rednie wartosci st¢zen badanych wyciaggoéw oraz
kontroli pozytywnej (trolox) powodujace redukcje (wymiatanie) 50% rodnikow w tescie
redukcji DPPH. Najsilniejsze dziatanie antyoksydacyjne — zblizone do substancji
referencyjnej  (troloxu) wykazaly wyciagi z  Cynara  scolymus  oraz

Silybum marianum (L.).

RC,, DPPH
0,900 b

0,800
0,700
0,600
0,500

0,400

Stezenie [mg/ml]

0,300
0,200
0,100 =t
a a

0,000 =

Solidago virgaurea Silybum marianum
Cynara scolymus Taracacum officinale Trolox

Ryc. 31. Ocena wiasciwosci antyoksydacyjnych wybranych wyciaggéw ro$linnych w tescie DPPH.
Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci stezen badanych substancji powodujace redukcje 50%
rodnikéw DPPH (n = 4). Wartosci zostaly wyznaczone na podstawie krzywej zalezno$ci stezenie- efekt dla
badanych substancji. Stezenia badanych substancji wynosity: od 0,2 do 0,003 mg/ml. Analiza statystyczna
wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya).

Rodzne litery oznaczajg rdznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05

4.2.2.2 Test redukcji rodnikow 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)

Na wykresie (Ryc. 32) przedstawiono srednie warto$ci stezen badanych wyciggow oraz
kontroli pozytywnej (trolox) powodujace redukcje (wymiatanie) 50% rodnikéw w tescie
redukcji ABTS+. Podobnie jak w przypadku redukcji rodnika DPPH (Ryc. 31),
najsilniejsze dzialanie antyoksydacyjne — zblizone do substancji referencyjnej (troloxu)

wykazaly wyciagi z Cynara scolymus oraz Silybum marianum (L.).
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Ryc. 32. Ocena wilasciwosci antyoksydacyjnych wybranych wyciaggdéw roslinnych w tescie ABTS+.
Srednie wartosci stezen badanych substancji powodujace redukcje 50% rodnikéw ABTS+ (n=4). Wartosci
zostaly wyznaczone na podstawie krzywej zalezno$ci stezenie- efekt dla badanych substancji. Stezenia
badanych substancji wynosily: od 0,2 do 0,003 mg/ml. Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym
testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya). Rozne litery oznaczaja roznice
statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05.

4.2.3. Ocena wlasciwosci przeciwzapalnych wybranych wyciagow roslinnych

4.2.3.1. Test hamowania wytwarzania tlenku azotu przez makrofagi

linii RAW 264.7

Na wykresie (Ryc. 33) przedstawiono $rednie wartosci stgzen badanych wyciggdéw oraz
substancji referencyjnej (diklofenak) powodujace zahamowanie uwalniania 50% tlenku
azotu przez makrofagi linii RAW264.7. W celu stymulacji makrofagéw wykorzystano
podloze zawierajace LPS w stezeniu 2 pg/ml (stezenie koncowe w dotku 1 pg/ml).
Stezenia koncowe badanych substancji (wyciggdéw oraz substancji referencyjnej)
wynosily od 400 do 10 pg/ml. W celu wykluczenia efektu wynikajacego z dzialania
cytotoksycznego badanych substancji zbadano zywotno$¢ komodrek przy uzyciu
zmodyfikowanego testu kolorymetrycznego (MTT). Zaden z badanych wyciagow
roslinnych w testowanych zakresach stezen nie wykazat dziatania cytotoksycznego
wobec makrofagdw mysich RAW?264.7.

Wartosci ICso zostaly wyznaczone na podstawie krzywej zaleznosci stezenie - efekt dla

badanych substancji. Dla wyciagéw z: Taraxacum officinale (L.), Solidago virgaurea
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oraz Cynara scolymus na podstawie krzywych wyznaczono jedynie hipotetyczne
wartosci  ICso. Sposrod badanych wyciagdw najsilniejsze dziatanie hamujace
wytwarzanie NO, nizsze od substancji referencyjnej (ICso dla diklofenaku = 76 ug/ml),
wykazat wyciag z Silybum marianum (L.) (ICso wynosito 35 pg/ml). Najstabsze dziatanie
wykazat wyciag z Taraxacum officinale (L.) (hipotetyczne ICsp = 683 pg/ml).

IC, uwalniania NO przez makrofagi
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Solidago virgaurea Silybum marianum
Cynara scolymus Taracacum officinale diklofenak

Ryc. 33. ICso uwalniania NO przez makrofagi linii RAW 264.7 stymulowane LPS w stezeniu 1 pg/ml.
Wartosci wyznaczone w oparciu o krzywa zaleznosci stezenie - efekt dla badanych substancji. Wyniki
wyrazono jako warto$ci srednie £SD (n= 5-8); Dla wyciagow z: Taraxacum officinale (L.), Solidago
virgaurea oraz Cynara scolymus na podstawie krzywych wyznaczono jedynie hipotetyczne wartosci ICsy.
Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc
(test Tukeya), rézne ), roézne litery oznaczaja roéznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05

4.2.4. Podsumowanie wybranych wlasciwosci wyciagow roslinnych

w warunkach in vitro

W celu podsumowania wynikéw analizy wybranych wtasciwosci badanych wyciagow
ros$linnych in vitro i selekcji dodatku paszowego do badan w modelach ex vivo
wlasciwosci te zestawiono w Tabeli 10. Najszerszy zakres aktywnosci wykazat wyciag
z Silybum marianum (L.), stad zostal on wybrany do kolejnego etapu badan —

z wykorzystaniem modeli ex vivo.
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Tabela 10. Porownanie wybranych wlasciwosci wyciggdéw roslinnych ocenionych w warunkach in vitro.
Znakiem ,,+” zaznaczono wyciag wykazujacy badang aktywnos¢, a ,,-" stabe dzialanie lub brak dziatania
w badanym zakresie stezen.

Badany wyciag

Wiasciwosci Taraxacum Solidago Cynara scolymus Silybum

officinale (L.) virgaurea marianum (L.)

Hamowanie +
wzrostu bakterii
(MIC)

Hamowanie

tworzenia +
biofilmu
bakteryjnego
Niszczenie
biofilmu
bakteryjnego

Aktywnos$¢ AQS +

Dzialanie + +

antyoksydacyjne

Hamowanie +
uwalniania NO
(dzialanie
przeciwzapalne)

4.3. Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na wybrane funkcje jelita

cienkiego brojlerow kurzych w warunkach ex vivo

4.3.1. Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na zywotnos¢ i
integralnosci eksplantow blony sluzowej jelita czczego brojlerow kurzych w

komorze Ussinga

4.3.1.1. Wplyw wyciagu z Silybum marianum (L.) na wybrane parametry

elektrofizjologiczne

Wplyw wyciagu z Silybum marianum (L.) na wybrane parametry elektrofizjologiczne
zostal przedstawiony w tabeli 11. Wycinki do dos$wiadczenia zostaly pobrane
od osobnikow z jednego stada, a w kazdej z czterech grup doswiadczalnych znajdowato
si¢ 8 wycinkow. Doswiadczenie zostalo przeprowadzone zgodnie ze schematem
opisanym w sekcjach 3.2.1.3. oraz 3.2.3.1. TEER eksplantéw pochodzacych z wycinkow

inkubowanych w podtozu z dodatkiem LPS + Sm byt istotnie nizszy niz w przypadku
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inkubacji wycinkow z samym LPS i nie r6znit si¢ od kontroli oraz inkubacji z samym
Sm. Przewodno$¢ calkowita eksplantéw pochodzacych z wycinkéw inkubowanych
w podtozu z dodatkiem LPS byla istotnie nizsza niz w przypadku inkubacji wycinkow
z LPS + Sm. Nie zaobserwowano roéznic pomigdzy pragdem zwarcia eksplantow
pochodzacych z wycinkéw inkubowanych w podtozu z dodatkiem Sm, a takze
LPS + Sm, ktory w obu wypadkach byt istotnie nizszy niz w przypadku kontroli i wyzszy
w poréwnaniu do inkubacji z samym LPS. Inkubacja wycinkow z badanymi
substancjami, we wszystkich wariantach, spowodowata istotny wzrost przewodnos$ci
komorkowej w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Inkubacja wycinkow z LPS
spowodowata istotny wzrost przeznabtonkowej roznicy potencjatéw w pordwnaniu
do kontroli, takiego efektu nie zaobserwowano w przypadku inkubacji wycinkéw

z LPS + Sm, a takze samym Sm.

Tabela 11. Parametry elektrofizjologiczne eksplantéw inkubowanych z dodatkiem Sm (100 pg/ml) DMSO
(<0,1%)/ LPS (10 pg/ml) lub LPS (10 pg/ml ) + Sm (100 pg/ml) do podtoza. Wyniki przedstawiono jako
warto$ci $rednie £ SD (n= 8). Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA
(one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya), poréwnanie w obrebie poszczegolnych parametrow —
kolumn; rézne litery w kolumnach oznaczajg réznicg istotna statystycznie p < 0,05

Przeznablonkowy | Przewodnosé¢ Prad Przewodno$¢ | Przeznablonkowa
opor elektryczny calkowita zwarcia komérkowa réznica
(TEER) (Gt) (Isc) (Go) potencjalow (TEP)
zacisk
natezeniowy = 0
RA
Om x cm? mS/cm? pA/cm? mS/cm? mV
Kontrola 91,84 +23,31% 11,43 +£2,59% | 6,38 +2,36° 2,89 + 1,84* 2,63 +1,02*
Sm 102,72 + 13,46 9,88 +£1,34% | -3/19£541" | -2,12 & 3 44ab 1,86 + 0,69*
LPS 127,18 £35,40%¢ 8,42 +231P -32,49 + -3,45 + 1,60 10,50 +3,19P
8,56¢
LPS +Sm 73,98 &+ 12,700 13,92 +£2,71* | -6,38 +5,94> | -2,06 + 2,49 3,79 +1,43*
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4.3.1.2. Wplyw wyciagu z Silybum marianum (L.) na uwalnianie dehydrogenazy

mleczanowej przez eksplanty blony Sluzowej jelita czczego brojlerow kurzych

Na wykresie (Ryc. 34) przedstawiono wptyw Sm na uwalnianie LDH przez eksplanty
podczas inkubacji w komorach Ussinga. Wycinki jelit do do§wiadczenia byty pobierane
oraz transportowane, zgodnie ze schematem opisanym w sekcjach 3.2.1.3. oraz 3.2.3.1.
Nie zaobserwowano roznic w aktywnosci LDH w probkach pobieranych z buforu
inkubacyjnego pomiedzy badanymi grupami po 60 min. inkubacji. Aktywnos¢
LDH w buforze inkubacyjnym po 120 minutach inkubacji eksplantéw z Sm, bez dodatku
LPS byta istotnie nizsza niz w przypadku inkubacji eksplantow z LPS, LPS + Sm, a takze

w warunkach kontrolnych.

Aktywno$¢ LDH w podtozu w czasie inkubacji w komorach

Ussinga
4,5
4 : 2
B A
— 3,5
= 2 i
E a
] 25
2 2
Q
g\ L5
£ 1
<
0,5
0
LPS0_S0 LPS0_S100 LPS65_S0 LPS65_S100
uT60 mTI120

Ryc. 34. Aktywnos¢ LDH w buforze inkubacyjnym w czasie inkubacji eksplantéw w komorach Ussinga,
zaleznie od dodatku substancji badanych do buforu od strony Sluzoéwki. Wynik przedstawiono jako odsetek
aktywnosci LDH w odpowiednim buforze inkubacyjnym w poréwnaniu do aktywnosci enzymu w wycinku
tkanki o wymiarach odpowiadajacych fragmentowi eksplantu podlegajacemu ekspozycji w komorze
Ussinga, zhomogenizowanego z 1% Triton X-100 (co uznano za 100% aktywnosci enzymu).

Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednia + SD (n= 4) Analiza statystyczna wykonana
jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya), rézne litery
oznaczaja roznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05 ; mate litery oznaczaja réznice w czasie
T60, a wielkie litery w czasie T120. Skroty oznaczaja zastosowane stg¢zenia badanych substancji,
odpowiednio dla LPS: LPSO — 0 ug/ml, LPS65- 65 pg/ml, dla Sm: SO- 0 pg/ml, S100 — 100 pg/ml.
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4.3.2. Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na zywotnos¢

i integralnosci wycinkow jelit podczas inkubacji na plytkach wielodotkowych

Wplyw Sm na uwalnianie LDH z wycinkoéw jelit podczas 120 min. inkubacji na ptytkach
wielodotkowych przedstawiono na wykresie (Ryc. 35). Doswiadczenie wykonano
zgodnie ze schematem opisanym w sekcji 3.2.3.2.1. Aktywnos¢ LDH w podtozu
po 120 min. inkubacji byla istotnie wyzsza w przypadku wycinkéw stymulowanych
LPS, zarowno w stezeniu 40 pg/ml, jak 1 80 pg/ml w porownaniu z kontrolg.
LPS w zastosowanych stezeniach nie wykazywal dziatania cytotoksycznego,
tzn. aktywno$¢ uwolnionego LDH nie przekroczyta 3%. Znaczacych zmian nie
zaobserwowano w przypadku wycinkdw inkubowanych w obecnosci Sm (Ryc. 35).
Niezaleznie od zastosowanego stezenia LPS aktywno$¢ LDH w podtozu nie roznita si¢

w sposoéb istotny od aktywnosci LDH w warunkach kontrolnych.

Aktywnos¢ LDH w podtozu po 120 minutach inkubacji
3,5
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Ryc. 35. Aktywno$¢ LDH w podtozu po zakonczeniu inkubacji wycinkéw na ptytkach wielodotkowych,
zaleznie od warunkéw inkubacji. Wynik przedstawiono jako odsetek aktywnosci LDH w odpowiednim
podltozu  inkubacyjnym w  poréwnaniu do aktywno$ci enzymu w  wycinku tkanki
o wymiarach odpowiadajacych dwom eksplantom znajdujacym si¢ w jednym dotku ptytki podczas
inkubacji, zhomogenizowanym z 1% Triton X-100 (uznane za 100% aktywnosci enzymu). Wyniki
przedstawiono jako warto$¢ §rednig £ SD (n= 4-8). Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym
testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya), roézne litery oznaczaja rdznice
statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05. Skroty oznaczajg zastosowane stezenia badanych substancji,
odpowiednio dla LPS: LPSO — 0 pg/ml; LPS40- 40 pg/ml; LPS80- 80 pg/ml, dla Sm: SO- 0 pg/ml, S100 —
100 pg/ml.
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4.3.2.1. Wplyw Sm na uwalnianie tlenku azotu (NO) przez wycinki jelit podczas
inkubacji na plytkach wielodotkowych

Do posredniego pomiaru NO wytwarzanego przez wycinki w doswiadczeniu opisanym
powyze] w sekcji 4.4.1. wykorzystano okreslenie stg¢zenia azotanow (III) w podtozu
inkubacyjnym po 60 i 120 minutach inkubacji w przeliczeniu na mas¢ wycinkow.
LPS w obu zastosowanych stezeniach, tj. 40 pg/ml oraz 80 pg/ml, po 60 minutach
inkubacji spowodowat istotny wzrost st¢zenia NO>” w podtozu, w porownaniu z kontrolg
(Ryc. 36), natomiast po 120 minutach taki wzrost zaobserwowano jedynie przy narazeniu
wycinkéw na LPS w stezeniu wynoszacym 80 pg/ml (Ryc. 37). W przypadku wycinkow
inkubowanych z Sm, zard6wno po 60 minutach (Ryc. 36), jak i po 120 minutach inkubacji

(Ryc. 37), stezenie NO2™ w podtozu nie roznito si¢ w sposéb istotny od kontroli.

Stezenie NO,”w podtozu po 60 minutach inkubacji
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Ryc. 36. Stgzenie NO, w podiozu po 60 minutach inkubacji wycinkow na ptytkach wielodotkowych,
zaleznie od warunkow inkubacji. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ srednig + SD (n=4-8) w przeliczeniu
na mase¢ wycinkow. Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova)
z testem  post-hoc  (test Tukeya), rdézne litery  oznaczaja rdznice  statystyczne
(p < 0,05 ); Skroty oznaczaja zastosowane stgzenia badanych substancji, odpowiednio dla LPS:
LPSO — 0 pg/ml; LPS40- 40 nug/ml; LPS80- 80 pg/ml, dla Sm: SO- 0 pg/ml, S100 — 100 pg/ml.
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Stezenie NO,” w podtozu po 120 minutach inkubacji
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Ryc. 37. Stgzenie NO,” w podtozu po 120 minutach inkubacji wycinkéow na plytkach wiclodotkowych,
zaleznie od warunkow inkubacji. Wyniki przedstawiono jako wartos$¢ srednig + SD (n= 4-8),w przeliczeniu
na mas¢ wycinkow. Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova)
z testem post-hoc (test Tukeya), rozne litery oznaczaja réznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05;
Skroty  oznaczaja  zastosowane  stezenia  badanych  substancji, odpowiednio dla LPS:
LPSO — 0 g/ml; LPS40- 40 pg/ml; LPS80- 80 nug/ml, dla Sm: SO- 0 pg/ml, S100 — 100 pg/ml.

4.3.3. Ocena wplywu wyciagu z Silybum marianum (L.) na aktywno$¢ motoryczna

izolowanych wycinkow jelita cienkiego brojlerow kurzych

Wplyw Sm na spontaniczng kurczliwo$¢ migsni gladkich dwunastnicy zostal
przedstawiony na rycinie 38 1 39. Sm w sposéb zalezny od zastosowanego stezenia
w zakresie od 0,0005 mg/ml do 0,1 mg/ml zwigkszal kurczliwo§¢ migs$ni gladkich
dwunastnicy. Stezenia 0,05 mg/ml oraz 0,1 mg/ml spowodowaly najmocniejszy wzrost
sity skurczu — odpowiednio do 159,5 (£9,9) % oraz 191,1 (£3,7) % wartosci dla kontroli
(0,5% DMSO). Stezenie 0,0001 mg/ml nie spowodowalo istotnych réznic w sile skurczu

w porownaniu z kontrola.
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Ryc. 38. Przyktadowy =zapis zmian spontanicznej aktywnos$ci motorycznej wycinka dwunastnicy
wywotanych przez Sm. ACh — Acetylocholina (10 puM), Sm —wyciag z Silybum marianum (L.),
F — ptukanie (ang. flush) §wiezym M K-HS.

Wplyw Sm spontaniczng kurczliwo$¢ migséni gtadkich dwunastnicy
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Ryc. 39. Wpltyw Sm na spontaniczng kurczliwo$¢ migsni gladkich dwunastnicy. Wyniki przedstawiono
jako % odpowiedzi w porownaniu do wartosci dla DMSO. Reakcje na DMSO wyrazono jako 100%.
Wyniki przedstawiono jako $rednig z 6 niezaleznych eksperymentow (£SD). Analiza statystyczna
wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya), rozne
litery oznaczaja roznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05

Wplyw Sm na skurcz miegéni gladkich dwunastnicy indukowany acetylocholing zostat
przedstawiony na rycinie 40 1 41. Sm w sposéb zalezny od zastosowanego stezenia
w zakresie od 0,001 mg/ml do 0,1 mg/ml zmniejszat odpowiedZ migsni gladkich
na acetylocholing. Najsilniejszy spadek sily skurczu indukowanego acetylocholing
odnotowano po zastosowaniu st¢zenia 0,1 mg/ml — spadek sily skurczu do wartosci

75,8 (+4,3)% kontroli. Stezenia od 0,001 mg/ml do 0,05 mg/ml spowodowaty spadek sity
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skurczu do wartosci od 89,3 (+5,1)% do 82,2 (£5,2) % kontroli. Stezenia 0,0001 — 0,0005

mg/ml nie spowodowaly istotnych réznic w odpowiedzi na acetylocholing.

ACh (1D pM)

(0,01)

Ryc. 40. Przyktadowy zapis zmian aktywno$ci motorycznej wycinka dwunastnicy w odpowiedzi
na acetylocholing wywotanych przez Sm. ACh - Acetylocholina (10 uM), Sm - wyciag
z Silybum marianum (L.), F — plukanie (ang. flush) §wiezym M K-HS.

Wplyw Sm na skurcz migsnidwki gtadkiej dwunastnicy indukowany
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Ryc. 41. Wplyw Sm na skurcz migéni gladkich dwunastnicy indukowany acetylocholing. Wyniki
przedstawiono jako % odpowiedzi w poréwnaniu z ACh (10 uM). Reakcja na ACh wyrazona jest jako
100%. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 6 niezaleznych eksperymentdéw (£SD). Analiza statystyczna
wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya), rézne
litery oznaczaja rdznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05
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Wplyw Sm na spontaniczng kurczliwo$¢ migéni gladkich jelita czczego zostat
przedstawiony na rycinach 42 i 43. Sm w sposob zalezny od zastosowanego stezenia
w zakresie od 0,01 mg/ml do 0,1 mg/ml wyraznie zwickszal kurczliwo$¢ miesni gtadkich
jelita czczego w czesci proksymalnej oraz dystalnej. Przy zastosowaniu najwyzszego
testowanego stezenia, tj. 0,1 mg/ml $rednia sita skurczu wzrosta do 308,4 (£111,9) %
w przypadku czeSci dystalnej i 826,1 (+£420,9) % w czgsci proksymalnej. Stezenia

0,0001 — 0,005 mg/ml nie spowodowaty istotnych roznic w sile skurczu w porownaniu

z kontrolg.
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Ryc. 42. Przyktadowy zapis zmian aktywno$ci motorycznej wycinka proksymalnej (A) oraz dystalnej (B)
czesci jelita czczego wywolanych przez Sm. ACh - Acetylocholina (10 uM), Sm -wyciag

z Silybum marianum (L.), F — ptukanie (ang. flush) §wiezym M K-HS.
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Wptyw Sm na kurczliwo$¢ miesni gladkich jelita czczego w czesci
proksymalnej i dystalnej
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Ryc. 43. Wplyw Sm na spontaniczng kurczliwo$¢ migéni gladkich jelita czczego w czeg$ci proksymalnej
i dystalnej. Wyniki przedstawiono jako % odpowiedzi w poréownaniu z DMSO. Reakcj¢ na DMSO
wyrazono jako 100%. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 5- 6 niezaleznych eksperymentéw (£SD).
Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way Anova) z testem post-hoc
(test Tukeya). Matle litery oznaczaja rdznice statystyczne na poziomie istotnosci p < 0,05 dla czesci
proksymalnej, a wielkie litery oznaczaja roznice p < 0,05 dla czesci dystalnej

Na rycinach 44 1 45 zostat przedstawiony wptyw Sm na kurczliwo$¢ migsni gtadkich
jelita czczego w odpowiedzi na acetylocholing w cze$ci proksymalnej 1 dystalne;.

W cze$ci proksymalnej Sm nie wptynat w istotny sposob na aktywno$¢ motoryczng
mie$nidowki w odpowiedzi na acetylocholing. W przypadku czesci dystalnej, nizsze
stezenia nie powodowaty istotnych zmian kurczliwosci migsni gladkich, a stezenia

w zakresie 0,05-0,1 mg/ml zmniejszyty odpowiedZ migsnidwki na acetylocholing.
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Ryc. 44. Przyktadowy zapis zmian aktywno$ci motorycznej wycinka proksymalnej (A) oraz dystalnej (B)
czesci jelita czczego w odpowiedzi na acetylocholing wywotanych przez Sm. ACh — Acetylocholina
(10 uM), Sm —wyciag z Silybum marianum (L.), F — ptukanie (ang. flush) §wiezym M K-HS.
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Wplyw Sm na skurcz mig$niowki gladkiej jelita czczego indukowany
acetylocholinq
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Ryc. 45. Wplyw Sm na skurcz migéni gladkich jelita czczego w czgéci proksymalnej i dystalnej
w odpowiedzi na acetylocholing (10 uM). Wyniki przedstawiono jako % odpowiedzi w poréwnaniu z ACh
(10 uM). Reakcja na ACh wyrazona jest jako 100%. Wyniki przedstawiono jako $rednia z 5- 6 niezaleznych
eksperymentow (+SD). Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-way
Anova) z testem post-hoc (test Tukeya). Mate litery oznaczaja réznice statystyczne na poziomie istotnosci
p < 0,05 dla czgéci proksymalnej, a wielkie litery oznaczaja réznice p < 0,05 dla czesci dystalnej

88



5. DYSKUSJA

Niniejsza praca stuzyla optymalizacji metody wykorzystania eksplantow jelita czczego
brojlerow kurzych, pochodzacych z przemystowego uboju, w badaniach w komorze
Ussinga oraz kompleksowej ocenie wpltywu wybranego roslinnego dodatku paszowego
na zdrowie jelit (ang. gut health) brojlerow kurzych. Zdrowie jelit jest tematem obecnie
zyskujacym duze zainteresowanie naukowe w medycynie czlowieka oraz weterynaryjnej
(Bischoff, 2011; Ducatelle 1 in., 2023; Latek 1 in.; 2022, Wickramasuriya i in.; 2022; Zhu
11n., 2021). Mimo ze brakuje ujednoliconej definicji tego terminu w kontekscie zdrowia
zwierzat i medycyny weterynaryjnej, wiekszo$¢ autorow wskazuje na kilka elementow
sktadajacych si¢ na ,,zdrowie jelit”, tzn.: brak choroby, zachowany dobrostan zwierzecia
oraz zdolno$¢ przewodu pokarmowego do spelniania jego funkcji fizjologicznych
1 ochrony przed szkodliwymi czynnikami egzo- oraz endogennymi, a takze zachowanie
rownowagi pomiedzy mikrobiomem a przewodem pokarmowym, odpowiednie Zywienie
i sprawne funkcjonowanie §luzowki jelit oraz uktadu odpornosciowego (Ducatelle
1 in., 2023; Wickramasuriya i in.; 2022; Zhu 1 in., 2021). Ukazuje to, ze na zdrowie
przewodu pokarmowego nalezy patrze¢ w sposob caloSciowy, uwzgledniajac
skomplikowany uktad zalezno$ci pomiedzy jego poszczegdlnymi elementami
1 funkcjami, a takze innymi czynnikami, takimi jak Zywienie, mikrobiom, a nawet

kondycja ogo6lna i1 zdrowie catego organizmu.

Zdrowie jelit odgrywa podstawowa rolg w trawieniu 1 wchtanianiu sktadnikow
odzywczych 1 tym samym jest istotnym elementem warunkujagcym wydajnosé
produkcyjna, kluczowa dla sektora intensywnej hodowli drobiu. Jednak problemy
z funkcjonowaniem jelit wystgpuja powszechnie u wysokowydajnych linii drobiu
ze wzgledu na bardzo szybkie przyrosty, ktorym towarzyszy wysokie pobranie paszy,
wywierajagce presje na funkcjonowanie uktadu pokarmowego (Ducatelle 1 in., 2023).
Moze to prowadzi¢ do stalej obecno$ci nadmiaru niewchtonigtych skladnikow
odzywczych w §wietle jelita, ktore sg nastgpnie wykorzystywane przez mikroorganizmy,
prowadzac do rozwoju dysbiozy (zaburzenia sktadu mikrobioty jelitowej) badz infekcji
skutkujgcych stanem zapalnym (Ducatelle 1 in., 2023). Obecno$¢ zapalenia, a takze
narazenie na stres, patogeny bledy Zywieniowe czy obecno$¢ mykotoksyn w paszy,
w konsekwencji moga prowadzi¢ do zaburzen integralno$ci 1 przepuszczalno$ci bariery
jelitowej, poglebiajac tym samym juz istniejgce problemy (Ducatelle 1 in., 2023; Latek

1 in.; 2022; Zhu 1 in., 2021). Jednoczesnie, wdrazanie polityki Zielonego tadu oraz
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Od pola do stolu (EC, 2020) wymaga ograniczenia stosowania lekow
przeciwdrobnoustrojowych i przeciwpasozytniczych w produkcji zwierzecej, dlatego
wcigz poszukuje si¢ nowych, alternatywnych strategii majacych na celu poprawe zdrowia
zwierzat 1 przerwanie tego btednego kola zaburzen. Jednym z rozwigzan zyskujacych
coraz wigksza uwage naukowcow, lekarzy weterynarii i hodowcow jest mozliwos¢
wykorzystania produktdw pochodzenia roslinnego w zapobieganiu i leczeniu chorob
zwierzat. Skuteczno$¢ dziatania takich produktow wymaga jednak potwierdzenia poprzez
wiekszg liczbe wiarygodnych badan naukowych. Ze wzglgedu na skomplikowany uktad
zalezno$ci wystepujacych w przewodzie pokarmowym badania wykorzystujace jedynie
modele in vitro lub skupiajace si¢ wyltacznie na jednej z funkcji przewodu pokarmowego
majg wiele ograniczen. Istnieje zatem uzasadniona potrzeba rozwijania i wdrazania
nowych modeli 1 metod badawczych. Stad glownymi celami niniejszej pracy jest
kompleksowa ocena wilasciwosci wybranych wyciaggdw ro$linnych, poprzez
réwnoczesne wykorzystanie badan przesiewowych w warunkach in vitro oraz badan
na poziomie tkankowym w modelu ex vivo . Wykorzystanie modelu ex vivo jest
szczegolnie istotne ze wzgledu na fakt, ze uwzglednia on tkanki pochodzace od gatunku
docelowego, eliminujagc tym samym trudno$ci zwigzane z migdzygatunkowa
ekstrapolacja wynikow. Wykorzystanie wycinkow tkanek w modelu ex vivo pozwala
takze na zachowanie ich pelnej struktury oraz zbadanie roznych funkcji w warunkach jak

najbardziej zblizonych do panujacych in vivo.

Pierwszy z gtownych celow pracy skupiat si¢ na optymalizacji procedury transportu
wycinkow jelita czczego brojleréw kurzych pochodzacych z przemystowego uboju
drobiu oraz charakterystyce pozyskanych z nich eksplantow blony §luzowej w zakresie
parametrow elektrofizjologicznych 1 transportu wybranych substancji wskaznikowych
w komorach Ussinga. Pomimo, ze model eksplantow jelitowych kurczat brojlerow znany
jest od wielu lat, wcigz brakuje ujednoliconej metodyki dotyczacej wszystkich etapow
prowadzonych doswiadczen, od procedury transportu zaczynajac. Dodatkowo
w dostepnych pracach opisujacych wykorzystanie wycinkow jelit kur brakuje informacji
na temat mozliwosci 1 sposobu wykorzystania tkanek zwierzat pobranych w ubojni.
Wykorzystanie w badaniach tkanek pozyskanych poubojowo pozwala spelni¢ wszystkie
z zasad 3R, ktérych stosowanie jest rOwniez wpisane w przepisy prawa oraz wytyczne
regulujace kwestie etyczne zwigzane z wykorzystaniem zwierzat w eksperymentach

(Sneddon 1 in., 2017). Takie alternatywne podejsScie badawcze pozwala na znaczace
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ograniczenie kosztow oraz czasu badah w poréwnaniu z badaniami klasycznymi oraz jest
zgodne z przepisami Unii Europejskiej narzucajacymi konieczno$¢ podejmowania
dziatan ograniczajagcych wykorzystanie zwierzat jako modeli badawczych
(Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE) Nr 1907/2006 z dnia 18 grudnia
2006 r., Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 1272/2008 z dnia
16 grudnia 2008 r., Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia
22 wrzesnia 2010 r.). Model opierajacy si¢ na tkankach pobieranych podczas
komercyjnego uboju pozwala na nieograniczony dostep do materiatu badawczego,
a takze umozliwia pobranie duzej liczby wycinkdéw reprezentatywnych dla populacji
zwierzat, odzwierciedlajacych rzeczywiste réznice pomi¢dzy osobnikami. Pozwala takze
na pobranie kilku wycinkéw jednego osobnika, umozliwiajac nastepnie wzgledne
porownanie uzyskanych wynikow. Brak dostepnych wytycznych dotyczacych
postgpowania z wycinkami jelit pobranych poubojowo od brojlerow kurzych oraz
swiadomo$¢ istnienia duzych réznic w zakresie mozliwosci wykorzystania tkanek
réznych gatunkow zwierzat (Neirinckx 1 in., 2011; Nietfeld 1 in., 1991) spowodowaty
potrzebe dopracowania poszczegélnych krokow w przygotowaniu i wykorzystaniu
modelu opartego na tkankach brojlerow kurzych pozyskanych z komercyjnego uboju.
Niezbgdne byto takze scharakteryzowanie go w warunkach kontrolnych, tak aby mie¢
pewnos¢, ze wykorzystywany model jest stabilny w zakresie analizowanych parametrow,

a uzyskane wyniki wiarygodne.

Warunki, w jakich przechowywany i transportowany jest pobrany wycinek tkanki,
odgrywaja kluczowa role w zachowaniu jego zywotnosci. W transplantologii przyjeto sig,
ze szybkie schtodzenie pobranych narzadéw do temperatury migdzy 0 a 4°C spowalnia
tempo metabolizmu 1 zmniejsza obrzek tkanek oraz minimalizuje uszkodzenia
wynikajace z niedokrwienia (Soo i in., 2020). Jednak podczas, gdy techniki konserwacji
w niskich temperaturach maja na celu spowolnienie proceséw metabolicznych podczas
przechowywania 1 transportu, nowoopracowywane techniki perfuzji normotermiczne;j
pozwalaja na utrzymanie proceséw komorkowych i1 metabolicznych na poziomie
fizjologicznym. W rozlegtej pracy przegladowej Soo 1 in. (2020) wskazuje na fakt,
ze jelito jest jednym z narzadow najbardziej wrazliwych na uszkodzenia niedokrwienne
podczas transplantacji, ale poniewaz jedynie niewielki odsetek pacjentow potrzebuje
przeszczepu tego narzadu, mato wiadomo na temat alternatywnych do tradycyjnych

metod jego konserwacji w transplantologii. Autorzy wspomnianego artykulu wskazujg
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jednak, ze metody perfuzji normo- i hipotermicznej w odniesieniu do wycinkéw innych
narzadow, takich jak nerki czy watroba, zmniejszaja czgstos¢ opdznionego podjecia
funkcji przez przeszczep i reperfuzji niedokrwiennej, przywracaja prawidtowy poziom
ATP i zwickszaja przeptyw krwi i natlenowanie przeszczepianego narzadu. W przypadku
wycinkéw jelit pobieranych do doswiadczen w warunkach ex vivo mozna znalezé
schematy postepowania z pobranymi tkankami opierajace si¢ na szybkim schtodzeniu
wycinkdéw po pobraniu, a nastepnie ich rozgrzewaniu w czasie inkubacji w laboratorium
(Amat i in., 1999, Baskara i in., 2021; Grubb 1 in., 1986; Metzler-Zebeli, 2017; Rehman
1 in., 2009) lub bazujace na zachowaniu temperatury fizjologicznej podczas wszystkich
etapow (Zhang i in., 2017a, 2017b). Co wigcej, w niektorych pracach brakuje informacji
odnos$nie temperatury plukania, preparacji 1 przygotowania wycinkéw przed

rozpoczeciem doswiadczenia (Awad i in., 2008; Awad i in., 2010; Kallapura i in., 2015).

Pierwszym etapem optymalizacji warunkow transportu wycinkow jelit brojlerow kurzych
z zakladu ubojowego do laboratorium byla zatem weryfikacja wptywu temperatury
transportu na zywotno$¢ wycinkéw w oparciu o analize uwalnianego przez wycinek LDH
(sekcja 3.2.1.4.2). Uwalnianie LDH, bedacej enzymem wewnatrzkomorkowym, jest
klasycznym wskaznikiem uszkodzenia btony komoérkowej badz $§mierci komorek. W obu
przypadkach — zardwno podczas transportu w zimnym (0-4°C), jak i cieptym (38+1°C)
podtozu, odsetek uwolnionego LDH nie przekraczal 2%. Doswiadczenie to miato
roOwniez na celu oceng wplywu zastosowanego podioza transportowego na zywotnos¢
wycinkow. Wyniki przedstawione na Ryc. 21 pokazuja, ze wigksze znaczenie
od zastosowanej temperatury wydaje si¢ mie¢ uzycie bogatego w skladniki odzywcze
podtoza transportowego. Najnizsza aktywno$§¢ LDH (ponizej 1% catkowitej aktywnos$ci
LDH) zaobserwowano przy uzyciu podtoza WE z dodatkiem 10% FBS, zar6wno podczas
transportu w cieptym, jak i zimnym podtozu, co $wiadczy o niewielkim 1 akceptowalnym
wystgpowaniu uszkodzen komoérek wycinka podczas transportu. Brak znaczacych roznic
w przypadku zastosowania inhibitora trypsyny wykazal, ze wzrost aktywnosci LDH jest
zwigzany z innymi procesami niz aktywno$¢ enzymow proteolitycznych. Stad, podczas
planowania kolejnych doswiadczen za optymalne warunki transportu uznano
zastosowanie podtoza transportowego WE + 10% FBS oraz transport po schtodzeniu lub
w temperaturze 38+1°C. Analizujac wplyw temperatury transportu na Zywotnos¢
wycinkéw podczas inkubacji, ocenionej w analogiczny sposob, tj. poprzez pomiar

aktywnos$ci uwolnionego LDH (Ryc. 22) zauwazy¢ mozna, ze w przypadku wycinkow
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transportowanych w zimnym oraz cieptym podtozu dynamika zmian do 120 minut
inkubacji jest podobna. Po 120 minutach, w obu wariantach nastepuje istotny
statystycznie wzrost aktywnosci LDH do wartosci okoto 4% catkowitej aktywnosci LDH.
Zwazywszy na fakt, ze wczesniej, podczas transportu uwolnione zostaje $rednio okoto
2% LDH, po 120 minutach przezywalno$¢ wycinkdéw ksztaltuje si¢ na poziomie
ok. 94-95%. Jako, ze przezywalno$¢ na poziomie 95% w opisywanych w niniejszej pracy
do$wiadczeniach uznawana jest za satysfakcjonujacg (Ripken i Hendriks, 2015), czas
prowadzenia do$§wiadczen wyznaczono na 120 minut. Zywotno$¢ wycinkow jest takze
zalezna od gatunku zwierzgcia, jego wieku oraz odcinka przewodu pokarmowego
z ktorego pochodza (Nietfeld i in., 1991). Opisano, ze wycinki pochodzace od dorostych
zwierzat réznych gatunkow ulegaja szybszej degeneracji w poréwnaniu z wycinkami
pobieranymi od zwierzat mtodych i noworodkow. Wycinki jelita cienkiego cechuje
znacznie krotsza zywotnos¢ niz wycinki okreznicy, co prawdopodobnie jest zwigzane
z faktem, ze blona §luzowa jelita cienkiego jest bardziej wrazliwa na uszkodzenia

niedokrwienne niz btona $luzowa okr¢znicy (Nietfeld i in., 1991).

Co ciekawe, wycinki jelit przywozone w cieptym podtozu transportowym, wydaja sie
bardziej stabilne podczas diuzej trwajacej inkubacji, poniewaz nie zaobserwowano
istotnych statystycznie wzrostow w uwalnianiu LDH pomig¢dzy 120 a 180 minuta
inkubacji, w przeciwienstwie do wycinkdw przywiezionych w zimnym podiozu, w
przypadku ktorych istotny wzrost aktywnosci LDH pojawit si¢ pomigdzy
120 a 150 minutg inkubacji (Ryc. 22).

Temperatura inkubacji miata istotny wplyw na skuteczno$¢ preparacji eksplantow btony
sluzowej, tj. rownomierne oddzielenie warstwy przydanki 1 cze¢$ci mig$niowki od blony
sluzowej z warstwg podsluzowa, bez powodowania w nich uszkodzen mechanicznych.
W przypadku wycinkéw transportowanych w zimnym podiozu odsetek sukcesow
preparacji wynosit zaledwie 50% w porownaniu do 85-90% skutecznych preparacji, gdy
wycinki byty transportowane w cieptym podtozu. Podsumowujac, warunki transportu po
schtodzeniu oraz w temperaturze 38+1°C, przy wykorzystaniu bogatego
w skladniki odzywcze podtoza, sa odpowiednie do prowadzenia doswiadczen ex vivo
z wykorzystaniem wycinkéw jelit brojlerow kurzych pozyskanych w ubojni. Jednak
ze wzgledu na krétka zywotnosci wycinkdéw doswiadczenie w laboratorium nie powinno
trwa¢ dluzej niz 120 minut. Transport w cieptym podiozu dodatkowo eliminuje stres

zwigzany z chtodzeniem i rozgrzewaniem. Zapewnia réwniez mozliwo$¢ rozpoczecia
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doswiadczenia lub preinkubacji z substancjg badang, od razu po pobraniu wycinkéw
w ubojni, na etapie ich transportu, oraz szybszy pomiar parametrow
elektrofizjologicznych po przywiezieniu wycinkéw do laboratorium (z uwagi
na eliminacj¢ etapu rozgrzewania). Ostatecznie, transport w cieptym podlozu daje
mozliwo$¢ zbadania wigkszej liczby eksplantdow podczas jednego doswiadczenia.
Ponadto, ze wzglgdu na trudnosci techniczne dotyczace preparacji wycinkow
przywiezionych w zimnym podlozu, preferowang metoda transportu, wybrang do
wszystkich doswiadczen z eksplantami §luzéwki, opisanymi w niniejszej pracy byt

transport w ciepltym podtozu WE + 10% FBS.

Proces preparacji polegajacy na oddzieleniu warstwy przydanki oraz btony migsniowe;j
od btony S$luzowej wraz z warstwa podsluzowa, poprzedza umieszczenie wycinkow
w komorze Ussinga. Wykorzystany w niniejszej pracy system sluzacy pomiarowi
transportu substancji i jondw poprzez blone sluzowa jelita zostat opracowany w potowie
XX wieku przez dufiskiego biologa Hansa H. Ussinga (Clarke, 2009). Pierwotnie stuzylt
on do zbadania mechanizméw aktywnego transportu NaCl poprzez skore zaby. W celu
wyeliminowania wptywu transportu biernego jondw zwigzanego z roznicami stezen
elektrolitow oraz ci$nieniem osmotycznym i hydrostatycznym, skéra zostata umieszona
w komorze w taki sposob, ze rozdzielata komore na dwie cze$ci wypetnione identyczng
objetoscia buforu o jednakowym sktadzie (Clarke, 2009). Pasywny transport
wywotywany spontanicznym potencjatem elektrycznym nabtonka zostat wyeliminowany
poprzez zastosowanie techniki zacisku napieciowego (ang. voltage clamp), polegajacej
na wyréwnaniu potencjatu elektrycznego nablonka do zera za pomoca zewngtrznego
zrodla pradu. Prad, ktory przeptywa przez nabtonek, aby utrzymac potencjat
przeznablonkowy na poziomie zerowym to prad zwarcia (Isc). Jest on rowny
algebraicznej sumie przeptywu jondw przez nablonek wynikajacej wytacznie z transportu
aktywnego jonow takich jak potas, sod i1 chlor (Clarke, 2009). Na podstawie tych
obserwacji opracowano zmodyfikowany model transportu nabtonkowego Koefoeda-
Johnsena 1 Ussinga (Clarke, 2009). Zgodnie z nim, btona wierzchotkowa wykazuje
przepuszczalno$¢ dla jonow sodu (Na), natomiast btona podstawno-boczna — dla jonow
potasu (K). Model ten stat si¢ fundamentem wspodtczesnego rozumienia transportu przez
nabtonek. Kluczowa role odgrywa tutaj aktywny transport realizowany przez pomp¢
sodowo-potasowg (Na-K ATP-azg) w btonie podstawno-bocznej, ktora tworzy gradient

elektrochemiczny wykorzystywany nastgpnie w transporcie wtdrnym przez kanaty
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sodowe oraz kotransportery i antyportery zalezne od Na w blonie wierzchotkowe;.
Podczas badan z wykorzystaniem tego modelu udato si¢ zbada¢ mechanizmy wydzielania
Cl, waznego zarowno dla fizjologii proceséw trawienia, jak 1 dla mechanizmow
zaangazowanych w powstawanie biegunki wydzielniczej podczas zapalenia 1 infekcji
przewodu pokarmowego. Biegunka wydzielnicza jest konsekwencja aktywnego
wydzielania gtéwnie jonéw chlorkowych z komoérek nabtonkowych do $wiatta jelita,
za ktorymi droga miedzykomorkowa podaza woda w celu utrzymania rownowagi
osmotycznej (Anand i in., 2016). Biegunka wydzielnicza moze by¢ zwigzana ze stanem
zapalnym (np. w efekcie zakazenia Salmonella spp. lub enterokrwotocznymi szczepami
E.coli czy Clostridium difficile) lub wystgpowac bez rdwnoczesnego stanu zapalnego
jako efekt zaburzenia proceséw wydzielania 1 wchianiania w komodrkach nabtonka
jelitowego (np. przez patogeny takie jak enterotoksyczne szczepy Escherichia coli

(ETEC) lub Vibrio cholerae) (Anand i in., 2016).

Przez lata model ten pozostawal w uzyciu i1 znalazt zastosowanie w badaniach majacych
na celu pomiar transportu elektrolitow, sktadnikow odzywczych i lekéw przez nabtonki
pochodzace z ré6znych narzadow i uktadow: pokarmowego, oddechowego, rozrodczego,
dokrewnego czy nerwowego (Clarke, 2009). Analiza parametrow elektrofizjologicznych
oparta jest na zalozeniu, ze warstwa nabtonka moze by¢ traktowana jak opornik
w obwodzie elektrycznym tworzonym przez eksplant btony $luzowej umieszczony
w komorze Ussinga 1 polaczony z elektrodami. Parametry elektrofizjologiczne
wyznaczane przy uzyciu tej metody oparte sg na prawach fizyki dotyczacych pradu
elektrycznego, przede wszystkim prawie Ohma, ktére méwi o wzajemnej zaleznoS$ci
pomiedzy napigciem, natezeniem i oporem w ukladzie elektrycznym. Opisuje je wzor:
U = [:R, gdzie: U — napigcie [V], I — natezenie pradu [A], R — opor elektryczny [Q].
Odwrotno$¢ oporu stanowi konduktancja, czyli przewodnos$¢ elektryczna czynna,
opisywana wzorem: G= 1/R, w ktorym G oznacza konduktancj¢ [S], a R opdr

elektryczny [Q].

Mierzony op6r catkowity wynika z oporu komoérkowego, a takze oporu stawianego przez
potaczenia miedzykomoérkowe. Analogicznie, przewodnos¢ catkowita - G¢ (pomigdzy
Sluzéwka a przydanka) stanowi sum¢ przewodnosci komodrkowej oraz
mig¢dzykomoérkowej: G= G + Gj. Im bardziej szczelna bariera jelitowa, tym wyzsza

wartos¢ TEER oraz nizsza Gz.
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Komora Ussinga wykorzystana do badan przedstawionych w niniejszej pracy zostata
opracowana do oceny réznych rodzajow nabtonkéw, sktadajacych si¢ z pojedynczych
warstw komorek. Wszystkie zaleznosci elektrofizjologiczne zostaly naukowo
wyznaczone dla pojedynczej warstwy komorek, stad eliminacja kolejnych warstw §ciany
jelita jest niezbgdna do prawidtowej oceny tych parametréw. Dodatkowo obecno$¢
przydanki oraz warstwy mi¢$nidwki moze wigzac si¢ z wystepowaniem przypadkowych
skurczy migsni, ktére znieksztalcg dane elektrofizjologiczne takie jak Isc i TEP,
a transport substancji przez wycinek moze zosta¢ zahamowany (Clarke, 2009;
Hempstock i in., 2021). Ponadto wycinki jelit o peinej grubosci cechuje krotsza
przezywalno$¢, poniewaz przydanka stanowi istotng barier¢ dyfuzyjng dla substancji
odzywczych 1 tlenu (Clarke, 2009; Hempstock i1 in., 2021). Niektorzy autorzy
przedstawiaja wyniki badan na wycinkach jelit bez wczes$niejszej preparacji (Matei
i in.,, 2023) lub poréwnuja wycinki preparowane i niepreparowane (Binder
i Rawlins,1973; Nejdfors i in., 2000). Dlatego w ramach opracowywania wykorzystanego
Ww niniejszej pracy modelu ex vivo podobnie zdecydowano si¢ na pordwnanie tych dwoch
typow wycinkéw w zakresie wartosci TEER oraz przepuszczalno$ci dla wybranych
substancji wskaznikowych. TEER jest parametrem $wiadczacym o integralno$ci oraz
szczelno$ci jelita, a jego spadek wskazuje na wzrost przepuszczalnosci badanej tkanki
(Clarke, 2009; Matei i in., 2023; Neirinckx 1 in., 2011). Zaréwno dla wycinkoéw
niepreparowanych, jak 1 preparowanych, podczas dwugodzinnej inkubacji
zaobserwowano tendencj¢ do wzrostu w zakresie warto$ci TEER, co moze sugerowac,
ze wzrost ten jest zjawiskiem fizjologicznym, zwigzanym z aktywnoS$cig jelita.
W przypadku wycinkow preparowanych TEER cechowat si¢ wigksza stabilno$cia, a jego
wzrost byl mniej nasilony w poréwnaniu z wycinkami niepreparowanymi. Niektorzy
autorzy wskazujg na fakt, ze TEER nie zawsze odzwierciedla integralnos$¢ tkanki, a rézne,
sprzeczne efekty moga si¢ sumowacé, prowadzac do jego pozornie statej wartosci
(Neirinckx 1 in., 2011). Soéderholm 1 wspotpracownicy (1998) zaobserwowali brak
korelacji migdzy wartoscia TEER a przepuszczalnos$cia wycinkow jelit zmierzong przy
wykorzystaniu znakowanej substancji wskaznikowej. Wedtug autoréw, przypuszczalnie,
moglo to wynika¢ z obrzeku warstwy podsluzowej, ktory zniwelowal spadek wartosci
TEER wynikajacy z uszkodzonych potaczen §cistych. Jednakze sami autorzy podkreslaja,
ze w innym z badan przeprowadzonych przez ten sam zesp6t udalo si¢ wykazac korelacje
migdzy bardziej nasilonymi zmianami TEER, po modulacji potaczen $cistych (tzw. tight

Jjunction) w wycinkach btony §luzowej jelita kretego cztowieka a przepuszczalnos$cia tych
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wycinkow dla znakowanego wskaznika. Sugeruje to, ze warto$¢ TEER przynajmniej
w trakcie pierwszych godzin eksperymentéw, moze by¢ powigzana ze stanem polaczen
scistych w nabtonku wycinkow jelit. Rownocze$nie z doswiadczenia wlasnego zespotu
ZFiT wynika, ze bardzo wysokie wartosci TEER u niektorych osobnikow (powyzej
200 Q x cm?) moga by¢ wynikiem proceséw zapalnych, bliznowacenia tkanek
lub nadmiernej produkcji $luzu (Cisse 1 in., 2025). Spadek wartosci TEER moze
natomiast wskazywa¢ na obumieranie lub znaczace uszkodzenie wycinkow jelita.
W aneksie zatagczono wyniki z doswiadczen pilotazowych, z wykorzystaniem niskiej
temperatury oraz uzyciem kolagenazy w celu uszkodzenia (rozszczelnienia) jelita (aneks:
Ryc.1). W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano spadek wartosci TEER
w eksplantach jelita brojleréw po inkubacji w obecnos$ci kolagenazy, ale rowniez brak

wzrostu TEER w przypadku inkubacji w temp. 4°C.

Mozna rowniez zauwazy¢, ze wycinki preparowane i niepreparowane w zakresie wartosci
TEER cechuje rozktad normalny. Oznacza to, ze zabieg preparacji mial podobny wptyw
na kazdy z wycinkow oraz byt wykonywany w sposob poprawny i powtarzalny, poniewaz
jesli jelito byloby uszkadzane np. przerwanie ciaglosci tkanek to TEER po preparacji
powinien by¢ podobny w kazdym eksplancie. Szeroka rozpigtos¢ wartosci TEER
wskazuje na znaczne réznice miedzyosobnicze, ktéore moga by¢é zwigzane
z cechami indywidualnymi, ale takze warunkami wcze$niejszego utrzymania, transportu
1 stresu zwierzat przed ubojem. Dlatego do doswiadczen docelowych badajacych wpltyw
Sm na przepuszczalno$¢ wycinkéw wykorzystano tkanki pozyskane od mozliwie
jednolitej grupy zwierzat, pochodzacych z tego samego stada, a prezentowane w pracy
wyniki pochodza z matych liczebnie grup. Dodatkowo porownujac $Srednie warto$ci
TEER dla wycinkow preparowanych oraz niepreparowanych mozna zauwazyc,
ze warto$¢ ta jest istotnie nizsza w przypadku eksplantow Sluzowki (Ryc. 24),
co odzwierciedla fakt, ze tkanke pelnej grubosci cechuje wyzszy opor oraz, Ze preparacja

byta wykonywana skutecznie.

Analizujac  przeptyw substancji wskaznikowych dla oceny przepuszczalno$ci
mig¢dzykomorkowej, tj. mannitolu oraz LY (Sharma 1 in., 2019; Westerhout i in., 2014)
przez wycinki preparowane oraz niepreparowane zauwazy¢ mozna istotne roznice
pomiedzy obiema grupami w zakresie przeptywu mannitolu. W przypadku wycinkow
preparowanych stezenie mannitolu po stronie przydanki wzrosto 2,9 razy pomig¢dzy

trzydziesta a dziewieldziesiata minutg inkubacji (Ryc. 28). W wycinkach
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niepreparowanych wzrost ten byl nieznaczny, a maksymalne zmierzone stg¢zenie
po stronie przydanki, osiggni¢te po 90 minutach inkubacji (5,83 £ 2,92 uM) bylo nizsze
niz wycinkach preparowanych po 30 minutach (6,40 = 2,92 uM; Ryc. 28). Przeplyw
mannitolu (nmol/min/cm?) w wycinkach preparowanych byt 3,5 razy wyzszy niz
w niepreparowanych (Ryc. 27). Wyniki te sg zgodnie z obserwacjami Binder’a i Rawlins
(1973), wedtug ktérych wykorzystanie wycinkéw jelita szczura pelnej grubosci wigzato
si¢ z uzyskang istotnie nizszg wartoscig sredniego przepltywu dwukierunkowego jonéw
sodu poprzez wycinek w poréwnaniu z eksplantami btony sluzowej. Podobne wyniki
dotyczace przeptywu mannitolu poprzez wycinki jelita czczego szczuréw uzyskat
Nejdfors ze wspotpracownikami (2000) obserwujac istotnie wyzszy przeptyw tego
markera poprzez wypreparowane eksplanty blony §luzowej w poréwnaniu z wycinkami
petnej grubosci. Co ciekawe takich wynikéw nie uzyskano w przypadku innego badanego
odcinka jelita cienkiego tj. jelita kretego (Nejdfors i in. 2000). Poréwnujac $rednie
warto$ci przeptywu mannitolu poprzez eksplanty blony §luzowej jelita czczego brojlerow
kurzych prezentowane w niniejszej pracy (okoto 3,34 nmol/min/cm?) oraz tucznikow
(okoto 1,18 nmol/min/cm?® ) uzyskane w czasie wczeéniejszych do$wiadczen
prowadzonych w ZFiT (Mendel i in., 2019), zauwazy¢ mozna, ze $rednie warto$ci
przeplywu sa zblizone w przypadku obu gatunkéw zwierzat. Wyniki dotyczace
przeplywu mannitolu opisywane w niniejszej pracy sa takze zbiezne z uzyskanymi przez
Bijlsma ze wspolpracownikami (1995). Autorzy porownali przeplyw mannitolu przez
eksplanty sluzowki  jelita  kretego oraz dwunastnicy =~ umieszczone
w komorach Ussinga, pozyskane od roznych gatunkéow zwierzat: kawii domowej,
szczura, krolika, a takze cztowieka. We wszystkich przypadkach uzyskali oni wyniki
mieszczace si¢ w podobnym zakresie do przytoczonych powyzej (od 3,23

do 1,16 nmol/min/cm?).

Zaskakujaca okazala si¢ obserwacja dotyczaca przeptywu drugiego z markerow: LY.
Jest to hydrofilna substancja drobnoczasteczkowa, ktora tatwo przemieszcza si¢ przez
bariery biologiczne takie jak bariera jelitowa czy bariera krew-mdzg miedzykomorkowo
poprzez dyfuzje bierng (Sharma i in., 2019). Wobec tego jest wykorzystywana jako
wskaznik poprawnego funkcjonowania potaczen $cistych, odpowiedzialnych za kontrolg
przeplywu substancji pomigdzy komoérkami oraz zachowania polaryzacji blony (Sharma
1 in., 2019). W przypadku przeprowadzonych do$wiadczen wykazano, ze pomimo,

wyraznego transportu mannitolu przez eksplant, takiego efektu nie zaobserwowano
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w odniesieniu do LY (Ryc. 29). W badaniach przeprowadzonych w zblizonym modelu
wykorzystujacym eksplanty jelitowe pochodzace od $win zaobserwowano korelacje
miedzy wzrostem przepuszczalnosci dla mannitolu oraz LY przez eksplanty, wywotanym
dziataniem rozszczelniajagcym zastosowanej mykotoksyny, a takze z réwnoczesnym
obnizeniem warto§ci TEER (Mendel i in., 2019). Takiej korelacji nie udato si¢
zaobserwowa¢ w przypadku analizowanego modelu wykorzystujacego tkanki kurze,
co prowadzi do trudnosci w interpretacji uzyskanych wynikow. Jednak na podstawie
roznic w bazowych wartosciach TEER oraz przeplywie mannitolu zadecydowano
o wykorzystywaniu wypreparowanych wycinkéw we wszystkich kolejnych
doswiadczeniach. W celu lepszego scharakteryzowania modelu przeanalizowano
przeptyw innych substancji, takich jak kofeina czy peroksydaza chrzanowa przez

eksplanty, a takze dodatkowe parametry elektrofizjologiczne.

Peroksydaza chrzanowa jest substancja, ktéra w warunkach fizjologicznych,
w organizmach ssakow, jest transportowana gtownie na drodze endocytozy, podczas
ktorej podlega czg¢sciowej degradacji wewnatrz komorek (Heyman i in., 1982; Heyman
1 in., 1990; Terpend i in., 1998). Podczas, gdy bariera jelitowa ulega uszkodzeniu,
na przyktad w efekcie stanu zapalnego czy stresu oksydacyjnego, a polaczenia Sciste
(ang. tight junctions) ulegaja rozszczelnieniu, jej transport droga mi¢dzykomodrkowa
moze zachodzi¢ w wigkszym stopniu (Vergauwen 1 in., 2017). Majac na uwadze, ze
wykonane oznaczenie aktywnosci HRP nie obejmuje catego systemu transportu,
poniewaz pomija ewentualny wewngtrzkomorkowy metabolizm HRP, a produkty
rozpadu nie sa brane pod uwage,w analizowanym modelu HRP zostata wykorzystana
jako wskaznik szczelnosci bariery jelitowej. Analizujac uzyskane wyniki (tabela 4)
zaobserwowano, ze przeptyw HRP przez eksplant podczas inkubacji w warunkach
kontrolnych byl wyraznie wyzszy niz opisywany w modelach komorkowych
1 tkankowych ex vivo, np. ponad 60 razy wyzszy od przeptywu przez pojedyncza warstwe
komorek ludzkiego gruczolakoraka okreznicy HT29-19A (Terpend i in., 1998), a takze
kilkadziesiat razy wyzszy w poréwnaniu do warto$ci opisywanych dla eksplantow jelit
kur niosek (Metzler-Zebeli, 2017) oraz okoto 19 razy wyzszy niz w przypadku przepltywu
przez eksplanty blony $luzowej jelita czczego krolika w komorach Ussinga (Heyman
1in., 1982). Zaobserwowane roznice w transporcie HRP moga wynika¢ z zastosowanego
modelu badawczego, roéznic gatunkowych, a nawet roznic wynikajacych z wieku

zwierzat. Trzeba tez uwzgledni¢ wyjsciowe stezenie HRP zastosowane w poszczeg6lnych
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badaniach. Wyjas$nienie zaobserwowanych rozbieznosci jest wielokierunkowe i powinno
uwzglednia¢ réwniez stopien degradacji czasteczki podczas przechodzenia przez
komorke, sposob oznaczenia HRP (izotopowo oraz enzymatycznie), stopien
zaangazowania S$ciezek zwigzanych z transportem aktywnym, czy mozliwos¢
modyfikacji intensywnosci transportu przez komorki przez stan zapalny. Powyzsze dane
jednoznacznie wskazuja na konieczno$¢ badania kilku markeréw transportu jelitowego,
szczegodlnie w przypadku analizy nowego modelu. Swiadcza tez o tym, ze wicksza
warto$¢ w opisie modelu ma porownanie transportu roznych markerow niz poréwnanie

transportu jednego markera z innymi modelami.

Do scharakteryzowania modelu w zakresie transportu wewnatrzkomorkowego
wykorzystano oznaczenie przeptywu kofeiny (tabela 4), poniewaz jest substancja
o wysokiej rozpuszczalno$ci i przenikalno$ci, ktéora nie podlega degradacji i jest
transportowana glownie droga dyfuzji biernej przez komorki,
a jedynie w niewielkim stopniu droga miedzykomorkowa (Smetanova 1 in., 2009).
W  poréwnaniu z wartoSciami uzyskanymi w analogicznym modelu opartym
na eksplantach jelit §wif, warto$¢ przeptywu kofeiny (nmol/min/cm?) przez eksplanty
jelit kurzych byta okoto dwukrotnie wyzsza (Mendel i in., 2022). Ze wzgledu
na to, ze wiele czynnikow moze wplywac na przeptyw substancji w eksperymentalnym
uktadzie in vitro/ex vivo w celu bardziej wiarygodnego poznania wiasciwosci badanych
substancji w analizowanym modelu, a takze odniesienia uzyskanych wynikow do danych
literaturowych wyznaczony zostal pozorny wspotczynnik przepuszczalnosci (Papp)
(tabela 5). Pozwala on na pordwnanie wynikow eksperymentdw miedzy sobg, poniewaz
jest on skorygowany o powierzchni¢ transportu, a przede wszystkim zastosowane
stezenie substancji badanej (Gaillard 1 de Boer, 2000). Ze wzgledu na fakt, ze stezenie LY
w przedziale przydanki jest ponizej limitu oznaczalnosci metody (ang. [imit
of quantification, LOQ), szczegblowe analizowanie danych uzyskanych z wyliczen
warto$ci przeptywu oraz Papp byloby mylace. W tym przypadku mozna jedynie
stwierdzié, ze obliczony przeptyw dla LY nie jest wigkszy niz 0,05 nmol/min/cm?, a Papp
jest nie wiekszy niz 2,1 x 10, Analizujagc warto$ci Papp uzyskane dla pozostatych
badanych substancji, warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze w przypadku mannitolu wartos¢ ta,
jest okolo 50 razy wyzsza niz w badaniach z wykorzystaniem hodowli komérkowych
(Smetanova 1 in., 2009), a takze okoto 10-12 razy wyzsza niz opisana w modelu

wykorzystujacym eksplanty blony S$luzowej jelita czczego $win (Westerhout
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1 in., 2014) oraz niz udokumentowana przez Nejdfors i1 in. (2000), w badaniach na
eksplantach jelita czczego czlowieka, szczura 1 §wini. W przypadku kofeiny, wartos¢
Papp jest zblizona, cho¢ prawie dwukrotnie nizsza od tej uzyskanej przez Westerhouta
ze wspolpracownikami (2014) w odniesieniu do eksplantdow blony Sluzowej jelita
czczego $win, a takze kilkukrotnie nizsza niz warto$¢ uzyskana dla pojedynczej warstwy
komorek Caco-2 (Smetanova i in., 2009). Odnoszac uzyskang warto$¢ Papp dla HRP
do wynikéw uzyskanych w eksplantach jelit $§win przez Vergauwen
ze wspolpracownikami (2017), zauwazy¢ mozna, ze takze w tym przypadku jest ona
kilkadziesiat razy wyzsza od przytoczonych danych literaturowych.

Wyraznie zwigkszona przepuszczalno$¢ dla mannitolu oraz HRP mogtaby $wiadczy¢
o rozszczelnieniu bariery jelitowej 1 przeciekaniu tych substancji droga
migdzykomoérkowa, jednak wyniki badan parametréw elektrofizjologicznych przecza
temu zalozeniu. Biorac pod uwage wartos¢ TEER nablonek w jelicie cienkim zazwyczaj
fizjologicznie cechuje wysoka przepuszczalno$¢ i wartosci TEER mieszczace si¢ w
przedziale 50 do 100 Q-cm? (dla cztowieka) (Fleischer, 1999). Jednak poréwnujac
wartosci  TEER  eksplantow  jelit  kurczat  prezentowane  przez  Amat
ze wspotpracownikami (1999) z odnotowanymi w niniejszej pracy, zauwazy¢ mozna,
ze w cytowanym artykule sa one okoto 3 razy nizsze, a w zwigzku z tym badane przez
autorow pracy eksplanty cechuje takze proporcjonalnie wyzsza przewodnos¢.
Co ciekawe, w przytoczonej pracy wartosci TEER wykazuja stosunkowo niewielkie
zréznicowanie, co pozostaje w sprzecznosci z obserwacjami wlasnymi. Nalezy jednak
zauwazyc¢, ze w cytowanych badaniach zwierzeta byty u§miercane w wieku 5—8 tygodni,
pochodzity z jednorodnej grupy, byly utrzymywane w jednakowych warunkach
1 poddawane ubojowi bezposrednio na miejscu. Zblizone do prezentowanych w niniejszej
pracy wartoSci TEER zostaly opisane przez Grubb ze wspotpracownikami (1987)
w odniesieniu do eksplantéw jelita czczego kurczat. Wartosci Isc, $wiadczaca o
aktywnym transporcie jondw przez nablonek, dla eksplantow inkubowanych w
warunkach kontrolnych opisywanych w niniejszej pracy byta stosunkowo niska, co
wskazuje na niewielkie nasilenie tego procesu (tabela 6). Wartosci Isc oraz G (tabela 6)
plasuja si¢ pomiedzy wartosciami przytaczanymi przez Metzler-Zebeli 1
wspotpracownikow (2017) w odniesieniu do eksplantéw pochodzacych z proksymalnej
oraz dystalnej cze$ci jelita czczego kur niosek. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze autorzy
zastosowali inny sposob wyznaczania odcinkéw jelita, niz przyjety w opisywanych

doswiadczeniach, co skutkuje tym, ze analizowane tutaj wycinki realnie pochodza z
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regionow polozonych pomigdzy obszarami opisanymi w cytowanej pracy. W porownaniu
z wynikami prezentowanymi przez Amat ze wspolpracownikami (1999), analizowana
tutaj warto$¢ Isc jest zblizona do tej opisywanej przez autorow w przypadku eksplantow
pochodzacych z dwunastnicy kurczat, ale znacznie nizsza od tej obserwowanej w jelicie
czczym oraz kretym. Wartos¢ TEP opisywana w pracach Amat ze wspotpracownikami
(1999) oraz Grubb i in. (1987) dla jelita czczego kurczat jest zblizona do tej uzyskanej
w omawianych doswiadczeniach. Jednak warto$¢ Isc prezentowana w niniejszym
manuskrypcie, w pordwnaniu do przytoczonej pracy autorstwa Grubb i in. (1987) po raz
kolejny znajduje si¢ pomigdzy wartosciami opisywanymi przez autorow dla wycinkow
dwunastnicy oraz jelita czczego. Podobnie jak w pracy przytoczonej powyzej (Metzler-
Zebeli, 2017) autorzy pobierali wycinki jelita czczego dystalnie od fragmentow
analizowanych w niniejszych badaniach, stad mozliwe sg roznice w uzyskanych
wynikach. Ponadto uzyskiwane przez réznych autoréw parametry elektrofizjologiczne
beda si¢ r6zni¢ zaleznie od zastosowanej aparatury badawczej, powierzchni elektrod, ich
odlegto$ci, a takze nat¢zenia i napigcia pradu stosowanych zaciskow. Podsumowujac,
pomimo pewnych rdznic, uzyskane wyniki dotyczace parametréw elektrofizjologicznych
w analizowanych w warunkach kontrolnych eksplantach btony §luzowej jelit czczych

kurczat w ogdlnym ujeciu sg zgodne z danymi literaturowymi.

Po wustaleniu warunkow transportu i1 inkubacji wycinkow jelit oraz dokonaniu
charakterystyki opracowanego modelu ex vivo kolejnym krokiem byto wykonanie
przesiewowych badan in vifro majacych na celu wybranie dodatku paszowego
do dalszych analiz w opracowanym modelu tkankowym. Do badah wybrane zostaty
wyciagi z ro$lin, ktorych preparaty zostaly dopuszczone do stosowania jako dodatki
paszowe u drobiu wedlug obowigzujacego prawodawstwa unijnego (Reg. (EC)
1831/2003). Istotg badanh byto wykonanie doswiadczen z wykorzystaniem kompletnych
wyciggow, a nie doglebne badanie wtasciwosci pojedynczych substancji wchodzacych
w ich sktad. W literaturze czg¢sto mozna si¢ spotka¢ z badaniami in vitro koncentrujacymi
si¢ na wlasciwosciach pojedynczych substancji, jednakze nie odpowiada to zwykle
sytuacji in vivo, a uzyskane wyniki sg trudne do interpretacji. Ponadto wtasciwosci
wyciagow czgsto roznig si¢ od efektow wywolywanych przez ich wyizolowane sktadniki,
poniewaz odpowiada za nie wigcej niz jedna substancja. Wyciag ro$linny stanowi
bowiem mieszanke réznych zwigzkow, ktore moga wzajemnie modulowac swoje efekty,

zmniejszajac lub zwigkszajac ogdlng aktywnos¢ wyciagu (Heinle 1 in., 2006; Mendel,
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2020; Postuszny i in., 2023). Korzystny wpltyw wyciggdéw roslinnych na zdrowie jelit
zwierzat zwiazany jest z faktem, ze wykazuja one wielokierunkowe dziatanie:
przeciwbakteryjne, przeciwzapalne oraz przeciwutleniajgce (Famuyide i in., 2019;
Julian-Flores 1 in., 2025; Latek, 2022; Oni i in., 2025). Moga one takze bezposrednio
wptywaé na przepuszczalno$¢ oraz aktywnos$¢ motoryczng jelit, ktorych zaburzenia
wystepuja w wielu chorobach przewodu pokarmowego, zwtaszcza tych przebiegajacych
z ostra lub przewlekta biegunka (Julian-Flores i in., 2025; Palombo, 2006; Postuszny
1 in., 2023). Wiele probleméw dotyczacych uktadu pokarmowego drobiu jest rowniez
wypadkowg rdownoczesnego wystepowania roznych czynnikow: ekstremalnie szybkiego
tempa wzrostu, stresu, nieprawidlowej diety czy narazenia na patogeny badz obecno$¢
mykotoksyn w paszach. Chcac im przeciwdziata¢ konieczne jest rowniez kompleksowe
podejscie, stad roslinne dodatki paszowe czesto stanowiag dobre narz¢dzie w zapobieganiu
1 zwalczaniu wystepujacych zaburzen. Ponadto wpisuja si¢ one w zatozenia polityki Unii
Europejskiej (Europejski Zielony Lad oraz strategia ,,Od pola do stotu) majacej na celu
ograniczenie stosowania antybiotykow w zwierzat gospodarskich oraz poszukiwanie
alternatywnych sposobow wspomagania zdrowia zwierzat (EC, 2020). Niniejsza praca
miata na celu porownanie dziatania przeciwbakteryjnego, przeciwzapalnego oraz
przeciwutleniajacego czterech wyciagéw roslinnych w modelu in vitro, a nastgpnie
selekcje najbardziej obiecujacego sposrod nich (wykazujacego najwiecej korzystnych
efektow) do dalszych badan w modelu ex vivo, w celu okres§lenia jego wptywu
na przepuszczalno$¢ 1 aktywno$¢ motoryczng jelit. Takie kompleksowe podejscie
pozwolito na wielostronng ocen¢ wtasciwosci oraz efektow dziatania wybranego dodatku

paszowego kontekscie zdrowia jelit.

W celu uzyskania jak najbardziej wiarygodnego poréwnania wlasciwos$ci analizowanych
wyciagow w modelu in vitro, zostaly one zbadane w tym samym laboratorium
(w Zaktadzie Fitomedycyny Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej na Uniwersytecie
w Pretorii), przy zastosowaniu jednakowych warunkéw eksperymentalnych oraz
szczepOw bakteryjnych. Pozwolito to zminimalizowa¢ rozbieznos$ci wynikajace z rdznic
w zastosowanych stezeniach inokulum bakteryjnego lub szczepach bakterii, a takze

réznice metodyczne czy sprzgtowe.

Badanie wtasciwosci przeciwbakteryjnych byto oparte na trzech elementach — okresleniu
MIC, zdolnosci hamowania formowania biofilmu oraz aktywno$¢ anty- quorum-sensing

wybranych wyciggdéw roslinnych. Do okreslenia MIC zastosowano standardowo
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wykorzystywane w Zakladzie Fitomedycyny szczepy bakterii Gram-dodatnich oraz
Gram-ujemnych (Adeyemo i in., 2022; Dzoyem, McGaw i Eloff, 2014; Elisha i in., 2017;
Famuyide 1 in., 2019). Ponadto infekcje spowodowane badanymi bakteriami:
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. oraz Escherichia coli, mogg stanowi¢ zagrozenie
dla zdrowia zwierzat, a takze konsumentoéw produktow pochodzenia zwierzecego oraz
nie$¢ ryzyko rozwoju lekoopornosci (Ali i in., 2017; Dar i in., 2017; Hassan i in., 2014;
Johnson i in., 2007; Shaji i in., 2023; Stromberg i in., 2017; Ribeiro i in., 2018). Z punktu
widzenia zdrowia przewodu pokarmowego, szczegélnie istotne sg bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae, poniewaz kolibakterioza oraz salmonelloza uznawane s3
za najczgsciej wystepujace choroby zakazne u ptakow w kazdym wieku (Hassan
i in., 2014). Zaden z badanych wyciggdw nie wykazal silnego dziatania
przeciwbakteryjnego in vitro w zakresie testowanych wiasciwos$ci (tabela 10). Wedlug
Eloffa (2021), warto$¢ MIC ponizej 0,02 mg/ml jest uznawana za wybitne dziatanie
przeciwbakteryjne, 0,021-0,08 mg/ml za znakomita lub bardzo dobra aktywnos$¢,
0,081-0,16 mg/ml za dobra aktywno$¢, natomiast warto$ci MIC w zakresie 0,16 < MIC
<0,32 mg/ml oznaczajg umiarkowang lub $rednig aktywno$¢ przeciwbakteryjna, podczas
gdy wartosci MIC powyzej 0,32 s3 uwazane za stabe dziatanie przeciwbakteryjne.
W przypadku badanych wyciagdéw, jedynie Sm uzyskat wartosci MIC ponizej 0,32 mg/ml
dla badanych szczepow E.coli oraz réwna 0,63 mg/ml dla badanych serowarow
Salmonella enterica (tabela 7), co wskazuje, ze moze si¢ cechowac pewng aktywnoscia
przeciwbakteryjng wzgledem bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, tak istotnych dla
zdrowia jelit. Jest to zgodne z badaniami in vivo, ktore wykazaty, ze dodatek silimaryny
w diecie brojlerow kurzych oraz kaczek moze prowadzi¢ do korzystnych zmian
w skladzie ich mikrobioty jelit, zmniejszajac liczebno$¢ E.coli oraz Salmonella spp. oraz
zwigkszajac liczebno$¢ Lactobacillus spp (Elnaggar, El-Said i Ali, 2021; Jahanian
1 in., 2017; Jahanian 1 in., 2021; Zaker-Esteghamati i in., 2020). Ponadto, sam autor
wspomniane] powyzej klasyfikacji (Eloff, 2021) podkresla, ze wyciagi roslinne
o wyzszych warto$ciach MIC nadal moga by¢ skutecznie stosowane jako leki ziotowe
lub w medycynie tradycyjnej, poniewaz moga zawieraé zwiazki dzialajace
synergistycznie z innymi substancjami w organizmie cztowieka lub zwierzecia, badz
wywiera¢ swoj efekt poprzez dziatanie immunomodulujgce, a nie dziataé w sposob

bezposredni na patogeny.
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W badaniach majacych na celu okreslenie zdolno$ci wyciaggdéw roslinnych do hamowania
produkcji biofilmu bakteryjnego analizowane byto dzialanie wyciagdéw na dwodch
etapach, tj. zdolno$¢ do zahamowania tworzenia biofilmu przez bakterie oraz zdolnos¢
do niszczenia juz wytworzonego biofilmu. Biofilm bakteryjny jest wielowarstwowg
strukturg stworzong z polimerow cukréw 1 biatek, ktora otoczone sa bakterie.
Jego obecnos¢ jest jednym z gtownych czynnikéw wirulencji bakterii patogennych, ktora
chroni je przed niekorzystnymi warunkami §rodowiska, a takze zmniejsza ich wrazliwos¢
na leki przeciwbakteryjne (Czyzewska-Dors 1 in., 2018). Badania zostaly
przeprowadzone z wykorzystaniem bakterii gatunku Staphylococcus epidermidis
wykazujacych silne zdolnosci do tworzenia biofilmu i1 uznawanych za jeden
ze standardowych gatunkéw do badan nad biofilmem bakteryjnym (Cheung i Otto, 2025).
W przeprowadzonych doswiadczeniach jedynie wyciag z Solidago virgaurea wykazal
obiecujace dziatanie w tym zakresie, hamujac tworzenie ponad 50% biofilmu (tabela 8),
co uznaje si¢ za skuteczne dziatanie w tym zakresie (Adeyemo i in., 2022; Famuyide
1 in., 2019). Wszystkie badane wyciagi okazaly si¢ nieskuteczne w niszczeniu juz
utworzonego biofilmu bakteryjnego, a wrgcz wykazywatly wlasciwos$ci sprzyjajace jego
rozwojowi (tabela 8). Podobne wyniki dotyczace promowania rozwoju juz powstatego
biofilmu przez wyciagi roslinne uzyskal Adeyemo i in. (2022) wskazujac na fakt,
ze niszczenie juz wytworzonego biofilmu wydaje si¢ by¢ trudniejszym procesem niz
zapobieganie jego rozwojowi. By¢ moze jest to spowodowane faktem, ze wyciagi
roslinne sg zdolne jedynie do zahamowania adhezji bakterii do podioza, czyli procesu
zaangazowanego w poczatkowe stadia formowania biofilmu, jednak gdy juz do niego
dojdzie, nie sg w stanie przeciwdziala¢ intensywnej produkcji biofilmu poprzez bakterie
reagujace w ten sposOéb na zmian¢ Srodowiska (Adeyemo 1 in., 2022; Famuyide
1 in., 2019). Innym z elementéw zwigzanych z wirulencja bakterii patogennych jest
zjawisko quorum sensing (QS), ktére odrywa istotng role w regulacji ekspresji czynnikow
wirulencji, na przyktad: formowaniu biofilmu, ale takze w sporulacji, zdolno$ci do ruchu
czy wytwarzaniu bakteriocyn (Czyzewska-Dors i in., 2018; Dimitrova i in., 2023;).
Badania wykazaly, ze bakterie produkuja sygnaty chemiczne zwane autoinduktorami,
ktorych stezenie wzrasta wraz z rozrostem populacji bakterii. Gdy stezenie tych
zwigzkow uzyska okreslony poziom, zwigzany z osiggnigciem przez populacje
odpowiedniej liczebnosci, tzw. kworum, nastgpuje skoordynowana zmiana ekspresji
gendw, umozliwiajaca wspolne dzialanie catej spotecznosci bakteryjnej (Chenia, 2013;

Czyzewska-Dors 1 in., 2018; Dimitrova 1 in., 2023; Naga 1 Shaaban, 2023).
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Za autoinduktory w przypadku bakterii Gram-ujemnych stuza acylowane laktony
homoseryny (ang. acyl-homoserine lactones, AHL) (Chenia, 2013; Czyzewska-Dors,
Dors i1 Pomorska-Mol, 2018; Dimitrova 1 in., 2023). Modelowym organizmem
wykorzystywanym do badania zdolno$ci substancji do hamowania QS, roéwniez
w odniesieniu do wyciggow roslinnych jest Chromobacterium violaceum (Dimitrova
11in., 2023). Sa to bakterie Gram-ujemne, ktére na podtozach tworzg charakterystyczne
fioletowe kolonie. Obecnos$¢ fioletowego zabarwienia jest zwigzana z synteza
wiolaceiny, barwnika ktérego produkcja regulowana jest przez system QS zalezny
od AHL. Poniewaz zabarwienie jest tatwe do zaobserwowania, a jego intensywno$¢
mozliwa do ilo§ciowego oznaczenia, Chromobacterium violaceum jest powszechnie
wykorzystywane do badan naukowych w tym zakresie (Dimitrova i in., 2023).
Hamowanie QS moze by¢ jedng ze strategii kontroli namnazania i rozprzestrzeniania si¢
bakterii patogennych, a zwigzki pochodzenia naturalnego moga wykazywac zdolnos$ci
hamujace QS, czego liczne przyktady prezentuja w swojej pracy przegladowej Naga
1 Shaaban (2023). Jednym z takich przyktadoéw jest wanilina - substancja wykorzystana
w niniejszej pracy jako kontrola pozytywna. Substancja ta pochodzi z rosliny Vanilla
planifolia (wanilia plaskolistna) i ma zdolno$¢ do hamowania syntezy czasteczek
sygnatlowych typu AHL, dzigki czemu hamuje produkcje wiolaceiny przez
Chromobacterium violaceum (Dimitrova 1 in., 2023; Naga i Shaaban (2023). Sposrod
wyciagoéw roslinnych, ktorych wiasciwosci AQS zostaly zbadane w niniejszej pracy
jedynie Sm wykazal zdolnosci do hamowania QS zblizone do kontroli pozytywne;j:
waniliny, a w przypadku pozostatych wyciggdéw nie zaobserwowano wlasciwosci

hamujacych QS (tabela 9; Ryc. 30).

Kolejnym etapem badania prozdrowotnych wtasciwosci wyciggdw roslinnych byta ocena
ich dzialania antyoksydacyjnego. Jest to bardzo istotny element strategii ochrony
1 poprawy zdrowia brojlerow kurzych, ktore ze wzgledu na gwattowny wzrost oraz
szybkie tempo metabolizmu, a takze niekorzystne warunki srodowiskowe takie jak stres
cieplny, s3 czesto narazone na stres oksydacyjny (Basiouni i1 in. 2023; Ebeid
1 Al-Homidan, 2022; Mishra i Jha, 2019). Ponadto stres oksydacyjny jest czg¢sto jednym
z mechanizméw warunkujacych toksyczne dziatanie mykotoksyn oraz stanowi jeden
z elementdw w patogenezie wielu chordb przebiegajacych ze stanem zapalnym (Basiouni
1 in. 2023; Mavrommatis i in., 2021; Mishra i1 Jha, 2019). Stres oksydacyjny moze

negatywnie wplywa¢ na funkcjonowanie przewodu pokarmowego kurczat, prowadzac
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do zwigkszenia przepuszczalnosci bariery jelitowej oraz zaburzen mikrobioty jelitowe;j
(dysbiozy), co z kolei oddziatuje na stan zdrowia ogdlnego i wydajno$¢ produkcyjng
ptakéw (Basiouni i in. 2023; Mishra 1 Jha, 2019). Wiele substancji pochodzenia
roslinnego znanych jest ze swojego dziatania przeciwzapalnego i przeciwutleniajgcego,
stad zastosowanie roslinnych dodatkéw paszowych moze by¢ jednym z pomocniczych
elementOw ograniczania narazenia brojlerow na stres oksydacyjny (Basiouni i in. 2023;
Mishra i Jha, 2019). Uzyskane wyniki okres$lajace zdolno$¢ badanych wyciggow
roslinnych do redukcji rodnikow wykazaly, zZe najsilniejsze wiasciwosci
przeciwutleniajagce charakteryzuja wyciagi z Cynara scolymus oraz Silybum
marianum (L.) (Ryc. 31, Ryc. 32). Przedstawione dane odnosnie dziatania
antyoksydacyjnego sa zgodne z wczesniejszymi obserwacjami (Bahmani i in., 2014;
Basiouni i in. 2023; Di Napoli i in., 2023; Elnesr i in., 2023; Porro i in., 2024; Porwal 1
in., 2019; Schiavone i in., 2007; Zaker-Esteghamati i in., 2021).

Ostatnim krokiem w badaniach wlasciwosci wyciagow roslinnych w modelu in vitro, byta
ocena ich wlasciwosci przeciwzapalnych poprzez okreslenie ich zdolno$ci do hamowania
uwalniania NO przez makrofagi linii RAW264.7. Tlenek azotu jest wytwarzany przez
indukowana syntaz¢ NO (iNOS), gtéwnie w makrofagach pod wptywem LPS lub cytokin
prozapalnych (Hussain i Qureshi, 1997, Kallapura i in., 2015, Zhang 1 in., 2017a).
NO jest wolnym rodnikiem, ktéry wykazuje wilasciwosci cytotoksyczne wobec
patogenow, jednak w przypadku przewleklego zapalenia moze réwniez powodowaé
uszkodzenia oksydacyjne komorek gospodarza (Basiouni 1 in. 2023). Stad, bardzo czesto
rozpatruje si¢ wspolnie dzialanie antyoksydacyjne oraz przeciwzapalne badanych
substancji. Biorgc pod uwagg fakt, ze wiekszo$¢ chorob ogdlnoustrojowych jest zwigzana
z przewleklym stanem zapalnym jelit (Basiouni 1 in. 2023), przeciwdziatanie mu jest

bardzo waznym elementem ochrony zdrowia zwierzat.

NO jest czasteczka o krotkiej stabilnosci, dlatego iloSciowe oznaczanie azotynow,
stabilnego produktu powstajacego z NO, staje si¢ uznanym wskaznikiem do posredniego
pomiaru stanu zapalnego (Kallapura i in., 2015). Na etapie badan przesiewowych
wyciagdbw w warunkach in vitro, badanie wstgpne zostalo przeprowadzone
z wykorzystaniem makrofagéw mysich, jednak badanie z wykorzystaniem pojedynczej
linii komorkowej, pochodzacej od odmiennego gatunku zwierzat nie odpowiada
doktadnie warunkom wystepujacym in vivo. Stad, aby uzyskac¢ bardziej wiarygodne

wyniki odnoszace si¢ do brojlerow kurzych, podobne badanie wykonano w kolejnych
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etapach do$wiadczen z wybranym wyciagiem roslinnym wykorzystujac opracowany
model ex vivo oparty na wycinkach jelit brojlerow kurzych. W badaniu w warunkach
in vitro Sm wykazal najsilniejsze wlasciwosci przeciwzapalne, silniejsze niz kontrola

pozytywna, ktorg byt niesteroidowy lek przeciwzapalny — diklofenak (Ryc. 33).

Podsumowujac badania przesiewowe wybranych wyciagdéw roslinnych w warunkach
in vitro (tabela 10) mozna stwierdzi¢, ze w odniesieniu do wlasciwosci
przeciwbakteryjnych badanych wyciagdéw, zaden z nich nie wykazat szczegodlnie silnej
aktywnosci, jednak najbardziej obiecujagcym byt Sm. Rozpatrujac tacznie dziatanie
przeciwzapalne oraz antyoksydacyjne wyciaggow, ponownie najbardziej korzystne
wlasciwos$ci wykazat Sm. Stad, do badan w trzecim etapie do§wiadczen wybrany zostat
wyciag z Silybum marianum (L.). Badania te mialy na celu ocen¢ aktywnosci wybranego
dodatku paszowego — Sm, w modelach ex vivo opartych na wycinkach jelit pozyskanych
z przemystowego uboju drobiu. Etap ten miat na celu zdobycie nowej wiedzy dotyczacej
dzialania wybranego wyciagu roslinnego u docelowego gatunku zwierzat, tj. brojlerow
kurzych, z wykorzystaniem modelu tkankowego bardziej zblizonego do warunkow
in vivo. Z drugiej strony, etap ten postuzyt rowniez do réwnoczesnej weryfikacji

przydatnosci opracowanego modelu ex vivo do tego typu badan.

S. marianum (L.) od wiekéw byl wykorzystywany do leczenia choréb watroby i drog
zotciowych u ludzi (Abd El-Ghany, 2022; Bahmani 1 in., 2015; Bendowski 1 in., 2022;
Porwal 1 in., 2019; Wang 1 in., 2020). Jego gtownym sktadnikiem aktywnym jest
silimaryna (stanowigca okoto 60% suchego wyciagu), w sktad ktérej wchodzi wiele
flawonolignanéw, takich jak sylibina A 1 B (50-60%), sylikrystyna (20%), sylidianina
(10%) 1 1zosylibina (5%), a takze flawonoid (taksyfolina) (Abd El-Ghany, 2022; Bahmani
11n. 2015; Bendowski 1 in., 2022; Porwal 1 in. 2019; Wang i in., 2020). W ostatnich latach
S.marianum (L.) zaczat zyskiwaé popularno$¢ rowniez ze wzgledu na swoje dziatanie
antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwwtoknieniowe i1 immunomodulujace (Abd
El-Ghany, 2022; Bahmani i in. 2015; Bendowski 1 in., 2022; Porwal 1 in. 2019; Wang
1 1n., 2020). Wykazano jego mozliwg skuteczno$¢ w leczeniu wspomagajacym zespotu
metabolicznego, cukrzycy czy nawet nowotworow u ludzi (Bahmani i in., 2015; Pérez-
Sanchez i in., 2019; Porwal i in., 2019; Tajmohammadi i in., 2018; Wang i in., 2020).
Ze wzgledu na swoje pro-zdrowotne wilasciwosci S. marianum (L.) zaczat zyskiwaé
zainteresowanie rowniez w hodowli 1 leczeniu chorob zwierzat (Bendowski 1 in., 2022;

Janocha i in., 2021; Wang i in., 2020). Forma S. marianum (L.) zazwyczaj stosowang
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zarowno u ludzi, jak i u zwierzat, jest wyciag zawierajacy 70-80% silimaryny (Porwal
iin. , 2019; Wang i in., 2020). Sylimaryna wykazuje niskg rozpuszczalno$¢ w wodzie
1 jest szybko wydalana z zo6tcig i moczem, co powoduje jej niska biodostepnos¢ (Nucci
1 in., 2024). Jednak zgodnie z wynikami badan in vitro 1 in silico wigkszos¢
flawonolignanow wchodzacych w sktad silimaryny jest wysoce lub umiarkowanie
biodostgpna, co umozliwia efektywne wykorzystanie S. marianum (L.) w leczeniu oraz
profilaktyce chorob (Diukendjieva i in., 2019; Pérez-Sénchez i in., 2019). U zwierzat
1 ludzi sylimaryna osigga maksymalne stezenie w osoczu po czterech do szesciu
godzinach od podania doustnego (Porwal i in., 2019). Nawet podczas stosowania
wysokich dawek sylimaryny u zwierzat, nie stwierdzono jej dziatania toksycznego lub
wystepowania istotnych skutkéw ubocznych (Bahmani 1 in., 2015; Porwal i in., 2019).
Wykazano natomiast korzystny wplyw zastosowania wyciagu z S. marianum (L.)
na przyrosty u $win (Hossain i in., 2024; Nenova i in., 2024; Dang i in., 2022) i drobiu
(Abd El-Ghany, 2022; Bendowski i in., 2022; Janocha i in., 2021). Wyciag
z S. marianum (L.) moze by¢ stosowany u brojlerow kurzych jako dodatek paszowy
w celu poprawy parametrow produkcyjnych — przyrostéw, wspotczynnika konwersji
paszy (ang. feed conversion ratio, FCR), jako$ci migsa czy niesnosci ( Abd El-Ghany,
2022; Bendowski i in., 2022; Janocha i in., 2021; Zaker-Esteghamati i in., 2020).
Wykazano réwniez potencjalng skutecznos$¢ S. marianum (L.) w zapobieganiu, badz
minimalizowaniu niekorzystnych zmian zwigzanych 2z narazeniem ptakow na
mykotoksyny takie jak aflatoksyna Bl (Alhidary 1 in., 2017; Fani Makki i in., 2013,
Jahanian 1 in., 2017; Zaker-Esteghamati 1 in., 2020) czy stresem cieplnym (Ahmad
1 in., 2020; Fathi i in., 2025; Morovat i in., 2015). Pomimo Zze zainteresowanie
wykorzystaniem S. marianum (L.) ro$nie, zar6wno w medycynie cztowieka, jak
1 weterynaryjnej, nadal niewiele wiadomo na temat jego wptywu na ogdlne zdrowie jelit,
a takze takie ich funkcje jak przepuszczalno$¢ czy aktywno$¢ motoryczna. Z drugiej
strony w kilku badaniach wykazano, ze zastosowanie wyciagu z S.marianum (L.) jako
dodatku paszowego moze pozytywnie wptywaé na morfologie i mikrobiote jelit zwierzat
monogastrycznych: §win (Cai 1 in., 2023; Hossain i in., 2024; Xu i in., 2022) i drobiu
(Faryadi 1 in., 2021; Guo i in., 2024, Jahanian i in., 2017; Zaker-Esteghamati 1 in., 2020;
Zaker-Esteghamati 1 in., 2021; Zhou 1 in., 2022). Niemniej, tego typu doniesien jest
niewiele, a dostgpne badania koncentruja si¢ gtownie na ogélnym zdrowiu zwierzat,

parametrach produkcyjnych i jako$ci migsa.
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Prawidlowo funkcjonujaca, szczelna bariera jelitowa jest kluczowa dla odpowiedniego
funkcjonowania przewodu pokarmowego, pozwala ona bowiem na efektywne
wchtanianie substancji odzywczych 1 jednocze$nie stanowi ochrong przed zagrozeniami
takimi jak patogeny, mykotoksyny czy niektére ksenobiotyki. Wobec tego, pierwszym
etapem badan w warunkach ex vivo byly do$wiadczenia przeprowadzone w komorach
Ussinga majace na celu ocene wptywu Sm na przepuszczalno$¢ jelit. Analizujac
parametry elektrofizjologiczne zauwazono, ze inkubacja tkanek w obecnos$ci Sm nie
zmienita w sposéb istotny zadnych z analizowanych parametrow elektrofizjologicznych
w poréwnaniu z kontrola, z wyjatkiem Isc (tabela 11). Spadek Isc w obecno$ci Sm moze
by¢ zwigzany z cze$ciowym zahamowaniem aktywnego transportu jondw przez komorki
nablonka lub (co jest bardziej prawdopodobne ze wzglgdu na zmiang kierunku
przeplywajacego pradu) z wigkszym transportem wydzielniczym jonu CI” nad aktywnym
transportem dokomorkowym jonéw Na® w pordwnaniu z kontrolg. W teorii spadek
warto$ci Isc moze by¢ takze spowodowany zaburzeniami funkcji bariery nablonkowe;j
prowadzacymi do przenikania substancji droga miedzykomérkowa zamiast
przezkomorkowa, jednak wigzaloby si¢ to z rdwnoczesnym spadkiem wartosci TEER i
wzrostem Gt, ktorych nie zaobserwowano w tym przypadku. Odmiennie ksztattuje si¢
obraz parametrow elektrofizjologicznych podczas narazenia na LPS. W tej sytuacji
mozna zauwazy¢ bardzo wyrazny spadek wartosci Isc. Dowiedziono, ze LPS moze
hamowa¢ systemy transportowe nablonka jelit ostabiajac dzialanie Na*/K*-ATPazy w
btonie podstawno-bocznej, ktora utrzymuje aktywnos¢ transportera zaleznego od Na* dla
cukrow 1 aminokwasow, z czym zwigzane jest zmniejszone jelitowe wchtanianie r6znych
sktadnikéw odzywczych (Abad i in., 2001; Amador i in., 2008). Jednak Halawa (2012)
nie zaobserwowata takiego efektu w przypadku narazenia na LPS eksplantow jelit $win
ex vivo. Wrecz przeciwnie, w cytowanej pracy (Halawa, 2012) odnotowano wzrost
wartosci Isc 1 spadek warto$ci TEER po narazeniu na LPS, co powigzano z zaburzeniem
dziatania polaczen $cistych i nasileniem transportu migdzykomoérkowego. W przypadku
omawianych w niniejszej pracy do$wiadczen wida¢ wyraznie, ze eksplanty brojlera
zareagowaly inaczej na zastosowany LPS niz eksplanty $wini. Nalezy zwr6ci¢ uwage na
fakt, ze wyrazny spadek wartos$ci Isc, jest w istocie wzrostem wartosci bezwzglednej tego
parametru (z 6,38 do 32,49 pA/cm?), ktory nalezy tlumaczyé odwrdceniem
1 zwigkszeniem przeptywu aktywnego pradu do wnetrza jelita. Takie zmiany
Isc obserwuje si¢ gdy dochodzi do aktywnego wydzielania jondw Cl™ lub HCOs. do

swiatta  jelita (wydzielanie wierzchotkowe). Transport aktywny chlorkow
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1 wodoroweglanu do $wiatla jelita $wiadczy raczej o uruchomieniu reakcji obronnej na
LPS, a nie o uszkodzeniu przez LPS bariery jelitowej. Ruch chloru do wnetrza jelita,
pociagga za sobg wode 1 jest odpowiedzig fizjologiczng, ktorej celem jest zapobieganie
wchtanianiu z jelita czynnikow szkodliwych wywotujacych stan zapalny. Z kolei wzrost
TEP $wiadczy o tym, ze wzrasta polaryzacja eksplantu. Z reguty wzrost TEP $wiadczy
o nasileniu transportu aktywnego, ale w przypadku omawianego eksperymentu nie mozna
by¢ pewnym jakie jest zrodto wzrostu TEP. Niewatpliwie nie doszlo do catkowitego
uszkodzenia bariery jelitowej poniewaz w takim wypadku TEP zblizatby si¢ do 0,a TEER
by spadat. Podobnie wzrost TEER nie musi $wiadczy¢ o wzroscie szczelnos$ci bariery
jelitowej, ale moze by¢ zwigzany z utrudnionym przeptywem jonow zgodnie
z gradientem potencjatu. Poniewaz gtdwnym jonem odpowiedzialnym za przeptyw pradu
przez eksplant jest jon sodu, ktéry w normalnych warunkach przepltywa z dodatnio
natadowanego Dbieguna wierzchotkowego do wujemnie natadowanego bieguna
podstawnego, to wzrost wydzielania chloru do bieguna wierzchotkowego zmniejsza
potencjat dla ruchu sodu. To moze by¢ przyczyna spadku przewodno$ci catkowitej,
a wiec wzrostu TEER. Warto tutaj przypomnie¢, ze w przypadku badanych eksplantow
przewodno$¢ komoérkowa w uktadzie kontrolnym odpowiada za okoto 25%
przewodnosci, podczas gdy po podaniu LPS przewodnos$¢ komoérkowa osiggneta wartosé
41% catkowitej przewodnosci (Ge/Gt = 3,45/8,42 = 0,41). Powyzsze rozwazania sg tylko
hipoteza na temat mechanizméw jakie moga wystgpowaé po podaniu LPS w badanym
uktadzie, ale swiadczg jednoczes$nie o tym, ze w zakresie pomiaru zmian elektrycznych

w komorze Ussinga warto zmierzy¢ 1 analizowa¢ wspolnie rozne parametry.

Niewatpliwie w omawianym eksperymencie LPS nie doprowadzil do uszkodzenia
eksplantéw co $wiadczy o bardzo dobrej zywotnosci jelita 1 daje podstawe
do wnioskowania, ze opracowany uklad jest wrazliwy na czynniki eksperymentalne,
ale rdwnoczes$nie odpowiednio odporny, tak jak jelito in vivo. Oczywiscie obserwowana
reakcja eksplantu moze by¢ przej$ciowa a faza ,,obronna jelita” moze szybko przejs¢
w faze uszkodzenia eksplantu w ktorej dojdzie do gwattownego spadku TEER 1 TEP.
W przypadku jednoczesnej inkubacji eksplantu z Sm oraz LPS nie zaobserwowano
efektow elektrofizjologicznych opisanych dla LPS. W szczego6lnosci nie doszio do
wzrostu TEER oraz TEP. Moze to sugerowac, ze Sm skutecznie zniwelowat wpltyw LPS

na Sluzowke.
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Parametry elektrofizjologiczne w przypadku rownoczesnej inkubacji eksplantow
z Sm oraz LPS s3 zblizone do wartoSci obserwowanych przy inkubacji
z samym Sm oraz w warunkach kontrolnych. Rozwazajac wptyw Sm na Zywotnos¢
eksplantéw podczas inkubacji w komorach Ussinga zauwazy¢ mozna, Ze pomimo ze nie
zaobserwowano istotnych réznic w aktywnosci LDH w probkach pobieranych z buforu
inkubacyjnego pomigdzy badanymi grupami po 60 min. inkubacji, aktywno$¢
LDH w buforze inkubacyjnym po 120 minutach inkubacji eksplantéw z Sm, bez dodatku
LPS byta istotnie nizsza niz w przypadku inkubacji eksplantow z LPS, LPS + Sm, a takze
w warunkach kontrolnych (Ryc. 34), co moze sugerowaé, ze Sm wykazuje pewne

wlasciwosci ochronne wobec eksplantow.

Na poprawne funkcjonowanie jelit i zachowanie ich zdrowia wpltyw maja takze inne
elementy, poza barierg fizyczna, takie jak dieta, aktywno$¢ motoryczna, sktad mikrobioty
oraz uktad odpornosciowy (Wickramasuriya i in., 2022). Dlatego obecnie postuluje sig,
ze w celu oceny wptywu badanych substancji na zdrowie jelit powinno si¢ stosowaé
catosciowe, holistyczne podejscie (Wickramasuriya i in., 2022). W zwigzku z tym,
w kolejnych krokach oceniono dziatanie przeciwzapalne Sm w modelu tkankowym

ex vivo oraz jego wplyw na aktywno$¢ motoryczng jelit.

Dzialanie przeciwzapalne Sm w warunkach ex vivo zostalo ocenione poprzez pomiar
uwalniania tlenku azotu przez wycinki jelit inkubowane na ptytkach wielodotkowych
1 stymulowane in vitro LPS. Pomimo ze NO jest uwalniany gtéwnie przez makrofagi pod
wplywem cytokin prozapalnych lub stymulacji LPS, badanie jedynie pojedynczej linii
komorkowej nie jest w stanie odda¢ ztozonosci reakcji zapalnej przebiegajacej in vivo
(Kallapura 1 in., 2015; Zhang 1 in., 2017a). W prawdzie in vitro ilos¢ NO wytwarzanego
przez heterofile nie jest pordwnywalna z iloscig wytwarzang przez makrofagi, jednak
in vivo, podczas reakcji zapalnej w odpowiedzi na kontakt z patogenem, heterofile
sg rekrutowane do miejsca zapalenia w znacznie wigkszej liczbie niz makrofagi,
co skutkuje porownywalnymi ilosciami catkowitego uwolnionego NO (Kallapura
1 in., 2015). Ze wzgledu na zlozonos$¢ procesOw zaangazowanych w proces zapalny
popularno$¢ zyskuje wykorzystanie wycinkéw tkanki w celu jak najlepszego
odwzorowania sytuacji in vivo (Kallapura i in., 2015; Zhang 1 in., 2017a). Model oparty
na wykorzystaniu wycinkéw jelit brojlerow kurzych w celu pomiaru stezenia
uwalnianego przez nie NO zostal po raz pierwszy opisany przez Kallapura 1 in. (2015).

Autorzy pobrali wycinki jelita kretego od zwierzat narazonych przyzyciowo na bakterie
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Salmonella enterica subsp. enterica serowar Enteritidis lub nienarazonych (grupa
kontrolna). Pozyskane po$miertnie wycinki jelit o powierzchni 0,5cm? byly nastepnie
inkubowane na ptytkach wielodotkowych do 12 godzin z dodatkiem substancji badanych
tj. LPS Salmonella Enteritidis oraz wyciggéw roslinnych. W przywotanej pracy nie
zostala zbadana zywotno$¢ eksplantow ani potencjalne dziatanie cytotoksyczne
stosowanego stezenia LPS (100 pg/ml). Zblizony model, na podstawie ktoérego zostato
przygotowane doswiadczenie opisane w niniejszej rozprawie (3.2.3.2.), zostat
wykorzystany przez Zhang i in. (2017a). We wspomnianej pracy wycinki jelit zostaly
pobrane od klinicznie zdrowych, 21-dniowych kurczat brojleréw rasy Ross 708
i narazone na LPS E. coli O55:B5 in vitro, w czasie inkubacji na ptytkach
wielodotkowych. W tym przypadku przed doswiadczeniem docelowym autorzy wykonali
wstepne badanie majace na celu wyznaczenie optymalnego czasu trwania inkubacji
(od 0 do 6 godzin) na podstawie przezywalnos$ci wycinkdéw, okre§lonej przy pomocy
badania histopatologicznego oraz pomiarze aktywnosci LDH w podtozu. Na podstawie
pomiaru aktywnosci LDH wykonali takze weryfikacje potencjalnie cytotoksycznego
dziatania LPS w réznych st¢zeniach: od 0 do 100 pg/ml. Do Zadnego z opisanych
doswiadczen (Kallapura i in., 2015; Zhang i in., 2017a,2017b) nie wykorzystano
wycinkoéw tkanek pochodzacych z ubojni. Zespot Zhang wykazat, ze opracowany model
cechuje krotka zywotno$¢, wyznaczajac optymalny czas inkubacji na dwie godziny.
Po dwoch godzinach zaobserwowano bowiem istotny wzrost aktywnos$ci LDH w podtozu
(do 2 godzin przezywalno$¢ wynosita ponad 90%), a takze pojawianie si¢ niekorzystnych
zmian w obrazie histopatologicznym, takich jak zluszczanie komorek nabtonka
jelitowego, zmiany apoptotyczne w komorkach czy poszerzenie krypt jelitowych,
a nasilenie zmian bylo skorelowane z czasem inkubacji. Obserwacje te sg zgodne
z aktywno$cia LDH opisang w niniejszej pracy w odniesieniu do wycinkow jelit
inkubowanych na ptytkach wielodotkowych (Ryc. 35), rowniez w tym przypadku
przezywalno$¢ wycinkow do 2 godzin inkubacji wynosita ponad 90%. Opisane przez
Zhang i in. (2017a) zmiany koresponduja takze z obrazem histopatologicznym wycinkow
podczas inkubacji w prezentowanym w niniejszej pracy modelu — do dwdch godzin nie
zaobserwowano istotnych zmian w morfologii wycinkéw (aneks: Ryc. 2),
a po trzech oraz czterech godzinach inkubacji wyraznie widoczne bylo zaburzenie
architektury kosmkow oraz krypt jelitowych. W przytoczonej pracy (Zhang i in., 2017a)
przedstawiono takze zalezno$§¢ migdzy zastosowanym stezeniem LPS a iloscig

NO uwalnianego przez wycinki. Autorzy wykazali, ze niskie stezenia LPS (0, 5, 10
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120 pg/ml) indukowaty zalezne od dawki uwalnianie NO, z najwyzsza warto$cig osiggang
przy stezeniu 10 i 20 pg/ml, podczas gdy wyzsze ste¢zenia LPS (50 i 100 pg/ml)
powodowaty nizsze uwalnianie NO. Prawdopodobnie brak efektu przy zastosowanych
wyzszych stezeniach LPS byl zwigzany z jego dziataniem cytotoksycznym
potwierdzonym przez autorOw poprzez pomiar aktywnosci LDH w podtozu
inkubacyjnym. W przypadku zastosowanych stezen 0, 5, 10, i 20 pg LPS/ml nie
zauwazono roznic statystycznych w przezywalnosci wycinkow, ktéra dla kazdego
z wariantOw wynosita >90%. Zastosowanie wyzszych stezen LPS tj. 50 oraz 100 pg/ml
spowodowato spadek przezywalnosci wycinkéw <80%. W przypadku prezentowanych
w niniejszej pracy wynikow (Ryc. 35) zastosowane stezenia LPS: 40 oraz 80 pg/ml
spowodowaly istotny statystycznie wzrost aktywnosci LDH w podtozu podczas inkubacji
(p < 0,05), jednak przezywalno$¢ wycinkdw nie spadia ponizej 90%. Ponadto, oba
zastosowane stezenia spowodowaly istotny wzrost uwalniania NO po 60 minutach
inkubacji (Ryc. 36), jednak po 120 minutach inkubacji taki efekt zaobserwowano jedynie
w przypadku wyzszego stezenia tj. 80 pg/ml (Ryc. 37). Dodatkowo, podczas
przygotowan do opisanego doswiadczenia zweryfikowano wptyw nizszego st¢zenia LPS
wynoszacego 25 ug/ml, zblizonego do optymalnego stezenia powodujacego uwalnianie
NO przez wycinki wedlug pracy Zhang i in., 2017a, jednak nie zaobserwowano wzrostu
uwalniania NO po 45 oraz 90 minutach inkubacji (aneks: Ryc. 3, Ryc. 4). Wrazliwos¢
wycinkéw na LPS moze by¢ uzalezniona od warunkéw utrzymania zwierzat oraz ich
stanu przed ubojem. Pomimo zZe do uboju przeznaczane sg zwierzeta uznane za klinicznie
zdrowe wplyw stresu towarzyszacemu transportowi lub obecno$¢ podklinicznego
zapalenia, a takZze wcze$niejsze przyzyciowe narazenie na patogeny moze wplywaé
na odpowiedz wycinkéw na stymulacje LPS. Zesp6t Kallapura i in. (2015) zaobserwowat
wzrost uwalniania NO przez wycinki jelit po 3 godzinach inkubacji. Maksymalna
warto$ci wynoszgca $rednio 478,42 uM azotynu (III) w podiozu osiagnigta zostata
6 godzin po stymulacji LPS, w grupie wycinkow pochodzacych od zwierzat wczesniej
przyzyciowo narazonych na S. enterica. W grupie wycinkow pozyskanych od zwierzat
przyzyciowo narazonych na S. enterica, ale niestymulowanych LPS in vitro, po 3 oraz
6 godzinach rowniez zaobserwowano wzrost stezenia NO»™ w podlozu w poréwnaniu
z kontrolg. Ponadto w grupie wycinkéw kontrolnych (pochodzacych od zwierzat
nienarazonych na S. enterica 1 niestymulowanych LPS) po 6 godzinach inkubacji
zaobserwowano wzrost stgzenia NO2” w poréwnaniu z warto$cig po 3 godzinach,

co pokazuje, ze sama dlugotrwata inkubacja w warunkach laboratoryjnych powoduje
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stres i reakcje zapalng wycinkéw. Po 12 godzinach inkubacji st¢zenie NO>” we wszystkich
grupach byto zblizone i znacznie nizsze niz po 3 i 6 godzinach inkubacji dla wycinkow
narazonych na LPS, jednak obserwowany spadek stezenia NO>” moégt by¢ zwigzany
z kréotka zywotnoscig modelu i obumieraniem tkanek, co nie zostalo zweryfikowane przez
autorow. Odwotujac si¢ do wynikow prezentowanych przez Kallapura i in. (2015), Zhang
(2017a), ktorzy sugerowali, ze wzrost uwalniania NO po zastosowaniu wysokiego
stezenia LPS (100ug/ml) w przypadku wycinkéw pochodzacych od ptakow wczesniej
narazonych na S. enterica moze wskazywac na fakt, ze wczesniejsza ekspozycja ptakow
na S. enterica zwigkszyta ich tolerancj¢ tkankowa na wysokie dawki LPS. Ponadto,
zespot Zhang wykorzystat réwniez ten sam model doswiadczalny do oceny wplywu
treoniny na zdolno$¢ wycinkoéw jelit do odpowiedzi immunologicznej po narazeniu
na LPS (Zhang 1 in., 2017b), potwierdzajac przydatno$¢ modelu do tego rodzaju badan.
Dodatkowo wykazano wystepowanie réznic w ekspresji indukowanej syntazy tlenku
azotu (iNOS) pomiedzy kurczetami o réznych genotypach (Hussain i Qureshi, 1997).
W przypadku wykorzystania wycinkow jelit pochodzacych od zwierzat przeznaczonych
do komercyjnego uboju brakuje informacji co do diety, dlugos$ci czasu transportu oraz
warunkoéw zycia zwierzat. Moze to stwarza¢ trudnosci w interpretacji uzyskanych
wynikow. Omawiane w niniejszej pracy wyniki (Ryc. 36, Ryc. 37) wykazaly,
ze opracowany model, oparty na wycinkach pozyskanych od zwierzat rzeznych jest
wrazliwy na LPS. OdpowiedZ ta jest zalezna od zastosowanego stgzenia oraz czasu
inkubacji (Ryc. 34, Ryc. 35, aneks: Ryc.3, Ryc.4) Jednak w celu ujednolicenia badane;j
grupy wskazane moze by¢ wykonywanie doswiadczen w oparciu o wycinki pochodzace
od osobnikdw z jednego stada (te same warunki utrzymania, dieta, zabiegi zoohigieniczne
oraz lekarsko-weterynaryjne). Dodatkowo, jesli wycinki kontrolne oraz badane pochodza
od jednego zwierzecia, umozliwia to wzgledne poréwnanie wynikoéw i eliminuje pewne
trudnosci w ich interpretacji. W przypadku danych prezentowanych w niniejszej pracy
(Ryc. 36, Ryc. 37, aneks: Ryc. 3, Ryc. 4) wycinki pochodzily od zwierzat z jednego stada,
a wycinki kontrolne oraz inkubowane z badanymi substancjami pochodzily od tego
samego zwierzg¢cia, co umozliwito porownanie obserwowanych zmian w uwalnianiu NO
w sposob wzgledny. W niniejszym manuskrypcie st¢zenie uwalnianego przez wycinki
NO zostalo dodatkowo przedstawione w przeliczeniu na masg¢ wycinkow.
Jest to uzasadnione ich wzglednie malg masa w stosunku do objetosci podioza (1,5 ml),
a takze duzymi réznicami migdzy wycinkami w tym zakresie. Masa wycinkdéw, pomimo

ich identycznej $rednicy i powierzchni - réwnej 0,28 cm? wahata sie od 455 mg

115



do 1040 mg/ dotek ($rednio 656,3 mg £174,3 mg). W pracach przytoczonych autoréw
(Kallapura i in., 2015; Zhang 1 in., 2017a,b) masa wycinkoéw nie zostala uwzgledniona
przy interpretacji wynikow, a powierzchnie wykorzystywanych wycinkéw roznity sie¢
i wynosily odpowiednio 0,5 cm? oraz 0,25 cm? Uzyskane wyniki potwierdzaja,
ze opisany przez Zhang i in. (2017a,b) oraz Kallapura i in. (2015) model przygotowany
w oparciu o tkanki pozyskane z ubojni jest wrazliwy na dziatanie LPS oraz Sm.
Na podstawie przeprowadzonych do§wiadczen wykazano dziatanie przeciwzapalne Sm,
poniewaz w przypadku wycinkéw inkubowanych z Sm i LPS, zaréwno po 60 minutach
(Ryc. 36) , jak 1 po 120 minutach inkubacji (Ryc. 37), stezenie NO2™ w podtozu nie r6éznito
si¢ w sposob istotny od kontroli, pomimo ze sam LPS powodowat wzrost uwalniania NO.
Ponadto mimo ze w poréwnaniu z kontrola, aktywnos¢ LDH w podtozu po 120 minutach
inkubacji byta istotnie wyzsza w przypadku wycinkéw narazonych na LPS, takich zmian
nie zaobserwowano w odniesieniu do wycinkéw inkubowanych w obecno$ci
LPS z dodatkiem Sm (Ryc. 35). Podobnie jak w przypadku wynikéw uzyskanych dla
eksplantow inkubowanych w komorach Ussinga (ryc. 34), Sm wydaje si¢ mie¢ pewien

cytoprotekcyjny wplyw na wycinki podczas inkubacji.

Rozwazajac podanie doustne substancji majacych na celu poprawe zdrowia i przyrostow
zwierzat istotnym wydaje si¢ takze poznanie wyptywu badanej substancji na perystaltyke
przewodu pokarmowego. Wiasciwa motoryka jest kluczowa dla odpowiedniego
wchlaniania substancji odzywczych, a takze eliminacji szkodliwych metabolitow
1 patogenow (Postuszny 1 in., 2023; Scanes 1 Pierzchala-Koziec, 2014). Brakuje jednak
doniesien na temat wptywu wyciagu z S. marianum (L.) lub jego sktadnikéw (takich jak
silimaryna, silibina) na motoryke¢ przewodu pokarmowego. W odniesieniu do stosowania
wyciagu z S. marianum (L.) u ludzi odnalez¢ mozna informacj¢ na temat mozliwego
dziatania przeczyszczajacego wyciagu z S. marianum (L.) w przypadku zastosowania
wysokich dawek (>1000 mg na dobe), co thumaczone jest zwigkszonym wydzielaniem
1 przeplywem z6tci (Bahmani i in., 2014; Porwal i in., 2019). W przypadku zwierzat
informacje na temat wptywu S. marianum (L.) na motoryke przewodu pokarmowego sa
znikome. Schemann i in. (2006) zbadat wptyw wyciagu z S. marianum (L.) na aktywnos$¢
motoryczng zotadka kawii domowej w warunkach ex vivo. Badanie to nie wykazato
jednoznacznego wplywu wyciagu z S. marianum (L.) na kurczliwo$¢ mieéni gladkich
tego narzagdu. W zalezno$ci od osobnika, w proksymalnej czesci zoladka wyciag

z S. marianum (L.) powodowat nasilenie lub ostabienie sity skurczu. W niektorych
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przypadkach obserwowane efekty (skurcz/relaksacja) byly powtarzalne i nasilaty si¢
wraz z wyzszymi st¢zeniami badanego wyciagu, podczas gdy w innych, zastosowanie
wyzszych stezen wyciggu nie zwickszalo sity wczesniej obserwowanych reakcji,
przeciwnie zmieniatlo ich charakter z nasilenia do oslabienia skurczu. Wyciag
z S. marianum (L.) nie wykazal rdwniez spdjnego wplywu na kurczliwo$¢ odzwiernika.
W czesci wypadkow zwigkszyt amplitude skurczu migéni odzwiernika, ale ze wzgledu
na brak powtarzalnosci tych efektow i brak zaleznosci od stezenia, nie zaobserwowano
istotnosci statystycznej. Heinle 1 in. (2006) zbadal wpltyw wyciagu S.marianum (L.)
(zawierajagcego 2.06 mg/ml sylimaryny) oraz pojedynczej substancji aktywnej
wchodzacej w jego sklad — sylibiny (2.20 mg/ml) na motoryke czeéci dystalnej jelita
kretego kawii domowej w warunkach ex vivo. Zaréwno wyciag, jak i izolowana
substancja czynna nie wykazaty znaczacego wplywu na aktywno$¢ motoryczng jelita
kretego. W przypadku skurczu indukowanego histaming zaobserwowano ostabienie sity
reakcji §rednio do wartosci 72% (za 100% przyjeto reakcje na histaming) +31%, jednak
nie wykazano istotnosci statystycznej. Silibina wykazala znikomy efekt na site skurczu
indukowanego histaming, powodujac jego niewielkie ostabienie do wartosci Sredniej
89.6 £21.8%. W przypadku skurczow spontanicznych, wyciag z S. marianum (L.)
powodowat nieznaczny wzrost sity skurczu do wartosci 115.4 = 44.0% 1 niewielkie
ostabienie czgstotliwosci skurczow (94.6 £33.4%). Zaobserwowane zmiany nie osiaggnety
jednak istotno$ci statystycznej. Stoi to w sprzeczno$ci z wynikami prezentowanymi
W niniejsze] pracy, ktére wskazuja , ze wyciag z S. marianum (L.) silnie wplywa
na motoryke jelit, zarbwno w zakresie aktywnos$ci spontanicznej, jak i1 indukowane;j
acetylocholing. Obserwowane rozbieznosci moga wnika¢ ze  zmienno$ci
mig¢dzygatunkowej oraz réznic migdzy badanymi odcinkami przewodu pokarmowego.
W przytoczonej pracy Heinle i in. (2006) analizowano wplyw badanych substancji
na aktywno$¢ motoryczng jelita kretego, podczas gdy w niniejszym manuskrypcie
zaprezentowano wplyw Sm na aktywnos$¢ dwunastnicy oraz jelita czczego w czesci
proksymalnej 1 dystalnej. Prezentowane tu wyniki wskazuja na réznice w zakresie
wplywu Sm na motoryke zaleznie od odcinka przewodu pokarmowego. Wprawdzie
zarobwno w przypadku dwunastnicy, jak 1 jelita czczego Sm w sposob zalezny
od zastosowanego stezenia zwigkszal site skurczu spontanicznego, jednak w dwunastnicy
odpowiedZ zaobserwowano juz przy zastosowaniu niskiego steZzenia wynoszacego
0,0005 mg/ml, a w czgéci proksymalnej 1 dystalnej jelita czczego wyrazna reakcja

pojawita si¢ przy zastosowaniu stezenia dwadzieScia razy wyzszego tj. 0,01 mg/ml
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(Ryc. 39, Ryc. 43). Jednocze$nie wzrost sity skurczu po zastosowaniu najwyzszego
badanego st¢zenia tj. 0,1 mg/ml w przypadku jelita czczego osiagnal znacznie wyzsze
warto$ci wynoszace odpowiednio 308,4 +£111,9% w czesci dystalnej 1 826,1 +420,9%
w czesci proksymalnej niz w dwunastnicy, gdzie wynidst 191,1 +£3,7% w pordwnaniu
z kontrolg (reakcja na DMSO przyjeta za 100%). Roznice zaobserwowano takze
w odniesieniu do reakcji na acetylocholing. W dwunastnicy Sm w sposob zalezny
od zastosowanego stezenia (w zakresie od 0,001 mg/ml do 0,1 mg/ml) zmniejszat
odpowiedz migsni gladkich na acetylocholing (Ryc. 41). Nie odnotowano natomiast
istotnego wplywu Sm na site¢ skurczu indukowanego acetylocholing w czgsci
proksymalne;j jelita czczego, przeciwnie widoczna byta tendencja do zwigkszenia przez
niego sity skurczu w tej czgsci jelita, zwlaszcza w Srodkowym zakresie badanych stezen,
tj. pomigdzy 0,001 mg/ml a 0,01 mg/ml (Ryc. 45). W cze¢sci dystalnej przy zastosowaniu
stezen 0,05 — 0,1 mg/ml Sm zmniejszal srednig site skurczu (Ryc. 45). Mozna zauwazy¢,
ze przewazajaca reakcja na Sm bylo oslabienie odpowiedzi migs$ni gladkich
na acetylocholing. Skurcz indukowany przez ACh nie jest normalnym skurczem
perystaltycznym, moze on wystepowac na przyktad w przypadku biegunek i powodowaé
bol 1 dyskomfort (Postuszny i in., 2023). Stad, ostabienie tego typu reakcji moze by¢
korzystne w przypadku profilaktyki i leczenia wielu choréb przewodu pokarmowego
drobiu przebiegajacych z biegunka. Potencjalnie korzysci z zastosowania S .marianum
(L.) do zapobiegania biegunkom zostaly rdwniez opisane przez Di Carlo 1 in. (1993).
We wspomnianej pracy zbadano wptyw niektorych substancji czynnych izolowanych
z S. marianum (L.): silimaryny, sylibiny oraz taksyfoliny, na obje¢tos¢ kalu 1 ilos¢
Na" uwolnionego do $wiatla jelit w przypadku biegunki wywotanej eksperymentalnie
w warunkach in vivo u szczuroOw. Zwierzgtom najpierw podano dootrzewnowo badane
flawonoidy 1 flawolignany (w dawce 12,5-200 mg/kg), a nastgpnie, w celu wywolania
biegunki, po godzinie olej rycynowy (2 ml) . Zwierzeta uSmiercono po 30 minutach,
usuni¢to cale jelito cienkie, pobrano jego zawarto$¢ 1 zmierzono jej objetos¢, a probki
treSci przeanalizowano oceniajgc stezenie Na'. Badanie wykazalo, ze podanie oleju
rycynowego zwiekszyto objetos¢ tresci 1 wydzielanie sodu do $wiatla jelita 8 do 9 razy
w poréwnaniu ze szczurami w grupie kontrolnej, a zastosowanie badanych substancji
w wysokich dawkach tj. 200 mg/kg silimaryny, sylibiny lub taksyfoliny istotnie
zmniejszyto objeto$¢ wydalanego kalu i stezenie Na' uwalnianego do $wiatla jelita
w poréwnaniu z grupa zwierzat, ktora otrzymala jedynie olej rycynowy. W cytowanym

artykule (D1 Carlo 1 in., 1993) zaprezentowano réwniez wplyw sylibiny, sylimaryny
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1 taksyfoliny na czas pasazu jelitowego u myszy w warunkach in vivo. Wykazano,
ze wszystkie wymienione substancje podawane wysokich dawkach, tj.100-200 mg/kg,
zmniejszaly czas pasazu jelitowego u myszy (23-41%; p<0,05-0,01), cho¢ ta tendencja
byla obserwowana réwniez po zastosowaniu nizszych dawek. Jest to zgodne
z prezentowanymi w niniejszej pracy wynikami wskazujagcymi na zwigkszenie
spontanicznej kurczliwo$ci réznych odcinkéw jelita cienkiego przez Sm w warunkach
ex vivo. Warto jednak zauwazy¢, ze nie zawsze dzialanie poszczegdlnych substancji
czynnych jest réwne efektowi wywolywanemu przez wyciagg (Heinle i in., 2006;
Posztuszny i in., 2023). Otrzymane wyniki moga wskazywa¢ na dwojakie dzialanie Sm,
ktory powoduje przyspieszenie perystaltyki w sytuacji fizjologicznej (nasilenie
aktywnoS$ci spontanicznej mig¢sni gladkich) oraz wykazuje dziatanie spazmolityczne

w przypadku skurczéw wywotanych acetylocholing.

W hodowli zwierzat jako dodatki paszowe najczgSciej stosowane s3 wyciagi, a nie
pojedyncze substancje aktywne, stad w niniejszej pracy zdecydowano si¢ na zbadanie
wptywu wyciagu z S. marianum (L.) na poszczeg6lne funkcje przewodu pokarmowego.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie wyciagu z S. marianum (L.) moze by¢
dobrym wyborem zaréwno w profilaktyce, jak i leczeniu chorob przebiegajacych

z zaburzeniem motoryki oraz stanami zapalnymi przewodu pokarmowego u drobiu.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przygotowanie i charakterystyka modelu eksplantéw jelit brojlerow kurzych:

1. Wycinki jelit brojlerow kurzych pozyskane z uboju przemystowego moga
z powodzeniem by¢ wykorzystywane do badan w komorach Ussinga.

2. Wycinki jelit cechuje duza zmienno$¢ mig¢dzyosobnicza w zakresie
podstawowych parametrow elektrofizjologicznych (TEER, Gt, Gc, TEP, Isc),
co wskazuje na konieczno$¢ analizowania i poréwnywania wynikoéw w obrebie
matych, mozliwie jednorodnych grup. Wskazane jest rowniez wzgledne
poréwnywanie uzyskanych wynikow, ktore opisywany model zapewnia dzigki
mozliwo$ci inkubacji eksplantow pochodzacych od tego samego osobnika
w warunkach kontrolnych oraz z substancja badana.

3. Eksplanty jelit w komorach Ussinga cechuje krotki czas przezywalno$ci, wigc
doswiadczenie z ich wykorzystaniem nie moze przekracza¢ 120 minut.

4. Woycinki do doswiadczen moga by¢ transportowane po schlodzeniu (0-4°C) lub
w temperaturze odpowiadajacej temperaturze ciata ptakow (38+1°C) w bogatym
w sktadniki odzywcze podtozu, z dodatkiem FBS. Transport w temperaturze
38£1°C pozwala na szybsze rozpoczgcie doswiadczenia w laboratorium oraz
skuteczniejsza preparacje.

5. Preparacja jest niezbedna do prawidlowej oceny transportu przez §luzoéwke oraz
parametrow elektrofizjologicznych.

6. Proponowanymi parametrami do oceny wtasciwosci elektrofizjologicznych
eksplantow btony $luzowej jelita, zwigzanymi z ich przepuszczalno$cia
1 integralnoscia sa: TEER, Gt, Gc, TEP, Isc.

7. Proponowang substancja wskaznikowg do oceny transportu miedzykomorkowego
w eksplantach jelita kurczat jest mannitol. LY nie moze stuzy¢ za wskaznik

transportu migdzykomorkowego w opisywanym modelu.

Badania przesiewowe wybranych wlasciwosci wyciagoéw ro$linnych

w warunkach in vitro:

8. Zaden z badanych wyciagéw z: Taraxacum officinale (L.); Solidago virgaurea;

Silybum marianum (L.) oraz Cynara scolymus, nie wykazuje silnego dziatania
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10.

11.

12.

13.

przeciwbakteryjnego in vitro w zakresie testowanych wlasciwosci (MIC,
wlasciwo$ci hamujace tworzenie biofilmu, aktywnos$¢ AQS).

Wyciag z Silybum marianum (L.) wykazuje umiarkowane dzialanie
przeciwbakteryjne wzgledem bakterii patogennych dla przewodu pokarmowego,
takich jak badane szczepy Escherichia coli oraz badane serowary Salmonella
enterica subsp. enterica .

Sposrod badanych wyciagow, jedynie wyciag z Solidago virgaurea wykazuje
satysfakcjonujace wlasciwosci hamujace formowanie biofilmu. Zaden
z testowanych wyciaggdw nie wykazuje satysfakcjonujacych wiasciwosci
niszczenia wytworzonego biofilmu bakteryjnego.

Sposrod badanych wyciagow, wyciag z Silybum marianum (L.) jako jedyny
wykazuje wlasciwosci hamujace quorum sensing.

Wyciagi z Cynara scolymus oraz Silybum marianum (L.) wykazuja silne dziatanie
antyoksydacyjne — zblizone do substancji referencyjnej (troloxu).

Sm w badanym modelu in vitro oraz ex vivo, po stymulacji LPS, wykazuje

dziatanie przeciwzapalne.

Ocena wplywu wybranego wyciagu roslinnego: z Silybum marianum (L.) (Sm)

na wybrane funkcje jelita cienkiego brojlerow kurzych w warunkach ex vivo:

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Sm wykazuje czg¢$ciowe dzialanie cytoprotekcyjne wzgledem eksplantow
podczas dtuzszej inkubacji (do 120 minut) oraz po stymulacji LPS.

Sm skutecznie niweluje wptyw LPS na §luzowke w odniesieniu do parametrow
elektrofizjologicznych.

Sm znaczgco moduluje aktywno$¢ miesniowki gladkiej przewodu pokarmowego,
przy czym charakter i sita dziatania zalezy od odcinka przewodu pokarmowego.
Sm w sposdb zalezny od zastosowanego stezenia zwigksza sile skurczu
spontanicznego mig$niowki jelita czczego oraz dwunastnicy, przy czym
w odniesieniu do dwunastnicy efekt ten jest znacznie silniej wyrazony.

W dwunastnicy Sm w sposob zalezny od zastosowanego stezenia zmniejsza
odpowiedz migéni gtadkich na acetylocholing.

Sm nie wykazuje istotnego wptywu na site skurczu indukowanego acetylocholing
w cze$ci proksymalnej jelita czczego. Przeciwnie, Sm wykazuje tendencj¢ do

zwiekszania sity skurczu w tej czesci jelita.
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20. W czesci dystalnej jelita czczego nizsze stgzenia Sm nie wplywaja istotnie na
odpowiedz mig$nidwki na acetylocholing. Wysokie st¢zenia Sm zmniejszajg site
skurczu indukowanego acetylocholing w tej czesci jelita.

21. Przewazajaca reakcja na Sm jest nasilenie aktywnos$ci spontanicznej migSniowki

jelita cienkiego oraz ostabienie odpowiedzi mig$ni gtadkich na acetylocholing.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze polaczenie modeli in vitro 1 ex vivo umozliwia
kompleksowa analiz¢ wlasciwosci ekstraktow roslinnych oraz ocen¢ ich potencjalnej
przydatnosci w poprawie zdrowia przewodu pokarmowego brojleréw kurzych.
Silybum marianum (L.), ze wzgledu na liczne wlasciwosci prozdrowotne wykazane
W niniejszej pracy, moze stanowi¢ obiecujacy element alternatywnych i nowoczesnych
strategii ukierunkowanych na wspieranie zdrowia jelit zwierzat. Jego zastosowanie moze
by¢ szczegodlnie korzystne w profilaktyce i terapii zaburzen przebiegajacych ze stanem

zapalnym oraz nieprawidlowg aktywnosciag motoryczng przewodu pokarmowego.
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ANEKS

W Aneksie przedstawiono dodatkowe wyniki poszerzajace dane zaprezentowane w
gléwnej czesci dysertacji.

Wzgledna zmiana warto$ci TEER w czasie inkubacji

250
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Ryc. 1. Wpltyw warunkow inkubacji na wzgledng zmiang wartosci (%) przeznablonkowego oporu
elektrycznego (TEER) wyrazong jako odsetek wartosci (%), na poczatku inkubacji ( w czasie TO).
NP. — wycinki niepreparowane; L-15 — podloze Leibovitza L-15; WE — podloze Williamsa E;
M K-HS — modyfikowany bufor Krebsa — Henseleita; temp. — temperatura; Kol — kolagenaza; Tryp —
trypsyna
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Zywotno$é wycinka w czasie inkubacji— ocena histopatologiczna

T180, pow. 10x T180, pow. 40x T240, pow. 10x T240, pow. 40x

Ryc. 2. Ocena histopatologiczna zywotnosci wycinkow jelit podczas inkubacji na ptytkach
wielodotkowych. Preparaty barwione hematoksyling i eozyng (H&E). Do 90 minuty inkubacji widoczna
zachowana struktura kosmkow jelitowych i integralno$é nabtonka. Po 180 oraz 240 minutach inkubacji
widoczny rozpad kosmkow jelitowych, ztuszczanie, obrzek i rozpad komoérek nabtonka.

Uwalnianie NO, przez wycinek po 45 minutach inkubacji
70
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Ryc. 3. Stezenie NOy” w podlozu po 45 minutach inkubacji wycinkéw na ptytkach wielodotkowych,
zaleznie od zastosowanego stezenia LPS. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ §rednig £ SD (n= 4-8),w
przeliczeniu na mas¢ wycinkow. Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-
way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya) nie wykazala roznic statystycznych na poziomie istotnosci
(p £ 0,05 ); Skroty oznaczaja zastosowane stezenia LPS: LPSO — 0 g/ml; LPS 25- 25 pg/ml;
LPS 50- 50 pg/ml, LPS 100 — 100 pg/ml.
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Uwalnianie NO," przez wycinek po 90 minutach inkubacji
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Ryc. 4. Stezenie NOy” w podtozu po 90 minutach inkubacji wycinkéw na ptytkach wielodotkowych,
zaleznie od zastosowanego stezenia LPS. Wyniki przedstawiono jako wartos¢ $rednig £ SD (n= 4-8),w
przeliczeniu na mas¢ wycinkow. Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA (one-
way Anova) z testem post-hoc (test Tukeya), rézne litery oznaczaja roznice statystyczne na poziomie
istotnosci p < 0,05; Skroty oznaczaja zastosowane stgzenia LPS: LPSO — 0 g/ml; LPS 25- 25 pg/ml;
LPS 50- 50 pg/ml, LPS 100 — 100 pg/ml.
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