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I. CZESC TEORETYCZNA



1. Wprowadzenie.

Przymiotno kanadyjskie (Erigeron canadensis L. Cronq) to roczna, rzadziej dwuletnia
ro$lina ozima lub jara, ktéra do Europy zawedrowala w XVI wieku z Ameryki Péinocnej. W Polsce
pierwsze wzmianki na jej temat pojawily si¢ w wieku XVIII. Male wymagania glebowe oraz
klimatyczne, a takze niesamowita zdolno$¢ do reprodukcji sprawily, ze ros$lina bardzo szybko
rozprzestrzenita si¢ na terenie Europy, w tym takze Polski, stajac si¢ trudnym do wyplenienia
chwastem, powodujacym duze straty w uprawach rolnych, ogrodach i zasiewach. Nie bez znaczenia
dla rolnictwa pozostaje fakt, iz przymiotno kanadyjskie jest odporne na wigkszo$¢ stosowanych
wspotczesnie herbicydéw takich jak parakwat, atrazyna czy chlorsulfuron. Wystepuje powszechnie
na miedzach, $cierniskach, pastwiskach, suchych lakach itp. Zasiedla takze obszary ruderalne.
Przymiotno kanadyjskie jest ros$ling lecznicza, ktéra od dawna stosowana byla w medycynie
tradycyjnej jako $rodek o dziataniu przeciwkrwotocznym, przeciwzapalnym, przeciwbiegunkowym
i moczopednym. Obecnie na polskim rynku farmaceutycznym dostepny jest jeden preparat, w skiad
ktorego wchodzi wyciag gesty z ziela tej rosliny — HEMORIGEN®. Preparat ten polecany jest do
stosowania jako $rodek wspomagajacy gojenie siniakow i podbiegnie¢ krwawych. Do niedawna
wskazania obejmowaly takze nadmierne krwotoki roznego pochodzenia jak np. zbyt obfite
miesigczki czy hemoroidy, jednak nie zostaly one potwierdzone w odpowiednich badaniach. Na
temat rosliny opublikowano wiele prac, ktorych liczba stale wzrasta. Jak fatwo mozna si¢ domysli¢
wiekszo$¢ publikacji dotyczy oporno$ci na S$rodki chwastobojcze, co stanowi swego rodzaju
wyznacznik skali tego problemu. Duzo jest takze danych na temat chemizmu oraz aktywnosci
biologicznej zarowno ekstraktow jak i wyizolowanych zwigzkow.

W Polsce temat ten nie jest popularny. Podstawowe informacje o ro$linie oraz jej chemizmie
i zastosowaniu w medycynie tradycyjnej zawdzieczamy takim autorom jak Strzelecka i
Glinkowska czy Kostecka-Madalska. Wspomnie¢ nalezy takze o pracach dotyczacych olejku
eterycznego publikowanych glownie przez Lis i Goére z Instytutu Podstaw Chemii Zywnosci
Politechniki t.6dzkiej oraz o pracach opisujacych antyoksydacyjne wlasciwosci wyciagow z
przymiotna kanadyjskiego oraz ich wplyw na agregacje plytek krwi i proces krzepnigcia
opublikowanych gléwnie przez Saluk-Juszczak oraz Olas z Katedry Biochemii Ogo6lnej
Uniwersytetu Lodzkiego oraz Pawlaczyka z Instytutu Chemii Organicznej Politechniki
Wroclawskie;.

Jak wyzej wspomniano, medycyna tradycyjna poleca ziele przymiotna kanadyjskiego jako
srodek m.in. o dzialaniu przeciwkrwotocznym oraz przeciwzapalnym. Praktycznie jednak nie

istnieja dane literaturowe, ktére potwierdzalyby taki profil dziatania surowca. Niektére z doniesien
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na temat dzialania ro$liny, jak np. fakt, iz ziele przymiotna ma zwigkszac liczbg plytek krwi oraz
skraca¢ czas jej krzepniecia, nie znajduja Zadnego poparcia w pracach eksperymentalnych.
Nieznany pozostaje takze mechanizm dzialania preparatu HEMORIGEN®, a skuteczno$¢ jego
opiera sie wylacznie na przeslankach medycyny tradycyjnej. Bezposrednim przyczynkiem do
podjecia tematu niniejszej pracy doktorskiej jest che¢ zweryfikowania tradycyjnych wskazan do
stosowania surowca jako $rodka o dzialaniu poprawiajacym wskazniki hematologiczne krwi oraz
przeciwzapalnym. Nie bez znaczenia jest rowniez aspekt poznawczy, majacy na celu rozszerzenie
dotychczasowej wiedzy na temat przymiotna kanadyjskiego. W pracy porownano pod wzgledem
fitochemicznym wyciagi z surowca $wiezego stabilizowanego i suszonego, a takze dokonano oceny
ich wplywu na wskazniki hematologiczne krwi u szczuréw oraz aktywno$ci przeciwzapalne;.
Bioragc pod uwage liczne dane literaturowe dotyczace cytotoksycznej aktywnos$ci wyciagow z
przymiotna kanadyjskiego, badZ niektorych wyizolowanych z nich zwigzkow, oceniono taka
aktywno$¢ wzgledem szczurzej linii komorek nowotworowych prostaty AT-2, ludzkiej linii
komoérek nowotworowych prostaty DU145 i PC3 oraz linii komérek prawidlowego nablonka
prostaty PNT-2. Praca niniejsza stanowi nie tylko podsumowanie dotychczasowego stanu wiedzy na
temat przymiotna kanadyjskiego jako ro$liny leczniczej, ale takze prébe naukowego uzasadnienia

ludowych wskazan do stosowania surowca.
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2. Rodzaj Erigeron L.

Rodzaj Erigeron L. (syn. Conyza) liczy okoto 300 gatunkow. Naleza do niego rosliny zielne
jednoroczne, dwuletnie lub byliny. S3 to pospolite rosliny lakowe lub chwasty, cho¢ kilka z nich
stato si¢ przedmiotem badan naukowych ze wzgledu na swoje interesujace wlasciwosci. Rosliny te
wystepuja gtownie w klimacie umiarkowanym, a najwieksze ich skupienie zaobserwowa¢ mozna
na terenach Ameryki Polnocnej. Najistotniejszymi cechami budowy morfologicznej s3 calobrzegie,
rzadziej pitkowane liScie oraz kwiaty poligamiczne, dimorficzne lub trimorficzne. Nazwa erigeron
wywodzi sie z jezyka greckiego i powstala wskutek zlozenia dwoch slow: eri — wcze$nie oraz
geron — starzec. Pochodzi ona od bialego puchu pappusa pojawiajacego si¢ na owocach, ktéry ma
za zadanie ulatwic¢ ich przenoszenie przez wiatr. W Polsce spotka¢ mozemy migdzy innymi takie
gatunki jak Erigeron alpinus (Przymiotno alpejskie), Erigeron annuus (Przymiotno biate), Erigeron
hungaricus (Przymiotno wegierskie), Erigeron acer (Przymiotno ostre), Erigeron droebachiensis
(Przymiotno nagie), Erigeron macrophyllus (Przymiotno karpackie) oraz inne, niewymienione tu
gatunki [1]. W literaturze naukowej spotka¢ mozna wzmianki na temat kilku przedstawicieli
rodzaju Erigeron L. Jednym z bardziej interesujacych jest Erigeron breviscapus. Wyciag wodny z
tej rosliny jest lekiem stosowanym w tradycyjnej medycynie chinskiej w dusznicy bolesnej,
zaburzeniach krazenia mézgowego oraz udarach [2]. Jedna z najwazniejszych substancji czynnych
wystepujacych w surowcu jest glikozyd flawonoidowy - skutelareina. W kilku eksperymentach
farmakologicznych przeprowadzonych in vivo dowiedziono jej neuroprotekcyjnego oraz
przeciwutleniajacego dzialania w zwierzecych modelach niedokrwiennego udaru moézgu [3] oraz
hamujacego wplywu wzgledem izoenzymu 1A2 mikrosomalnego ukladu enzymatycznego
cytochromu P450 [4]. Ciekawymi przedstawicielami rodzaju s3 tez Conyza aegyptiaca, z ktérego
wyciagi metanolowe wykazuja aktywnos$¢ przeciwbakteryjng i przeciwwirusowa [5], Erigeron
linifolius (syn. Conyza linifolia Wild. Taeckh.), zawierajacy acetylowane glikozydy pinenowe o
silnym dzialaniu antymutagennym [6], oraz Erigeron bonariensis - o wlasciwosciach

przeciwbakteryjnych, a takze pewnej aktywnosci cholinergicznej [7].

12



2.1. Przymiotno kanadyjskie (Erigeron canadensis L. Cronq).

Przymiotno kanadyjskie jest rosling jednoroczng, ozima lub jarg nalezaca do rodziny
Astrowatych (Asteraceae). Jego ojczyzng jest Ameryka Polnocna, obecnie jednak powszechnie
wystepuje na terenie Europy, dokad zostalo zawleczone przez migrujace ptaki lub, jak podaja
niektére zrédla, przybylo wewnatrz wypchanych zwierzat sprowadzonych do Muzeum Historii
Naturalnej w Paryzu [8]. Pierwsza wzmianka o ro$linie pochodzi z 1655 roku. Przymiotno zostalo
wymienione w Katalogu Ogrodu Botanicznego w Blois. Nazwe gatunkowa Erigeron canadensis,

nadatl ro$linie Linneusz w roku 1753 w dziele Species Plantarum.

2.2. Systematyka i etymologia.

Przymiotno kanadyjskie umieszczone jest w nastepujacym ukladzie systematycznym:

GROMADA: Spermatophyta — Nasienne

PODGROMADA: Angiospermae (Magnoliophytina) — Okrytonasienne

KLASA: Dicotyledones — Dwuli$cienne

RZAD: Asterales — Astrowce

RODZINA: Asteraceae — Astrowate (Ztozone)

PODRODZINA: Asteroidae (Tubuliflorae) — Rurkowe

RODZAIJ: Erigeron L. — Przymiotno

GATUNEK: Erigeron canadensis L. Cronq — Przymiotno kanadyjskie syn. Conyza canadensis L.
Crongq, Leptilon canadense L. Britton [9]

W literaturze spotka¢ mozna takze potoczne nazwy ro$liny. W piSmiennictwie
polskojezycznym sa to najczeSciej: przymiotek, przymiotnik, stary krzew, stare ziele. W
pisSmiennictwie anglojezycznym przykladowe nazwy to: Canadian fleabane, Marestail, Butterweed,
Blood stanch, Horseweed, w piSmiennictwie francuskim: Vergerolle du Canada, Vergerette du
Canada lub Fausse camomile, natomiast w piSmiennictwie niemieckim: Kanadisches Berufkraut lub

Katzenschweif.
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2.3. Opis morfologiczny.

Przymiotno kanadyjskie (Rycina 1) jest rosling dorastajaca do okoto 100 cm wysokosci.
Wzniesiona, obla, szorstko owlosiona lodyga, jest silnie rozgaleziona u gory. LiScie sa
naprzemianlegle, lancetowate lub réwnowaskolancetowate. Brzeg liscia jest caly lub zabkowany.
Koszyczki o $rednicy 3-5 mm wystepuja bardzo licznie. Zebrane sa w przedluzong, rozgaleziong
wieche szczytowa. Kwiaty sa brzezne, waskojezyczkowate, biale lub zoltobiale, wewnetrzne
rurkowate. Owoc stanowi naga nietupka ktorej dlugos¢ osiaga zwykle okoto 1 mm. Posiada puch
kielichowy dochodzacy do 3 mm dlugos$ci, ulatwiajacy rozsiewanie. Roslina kwitnie w okresie od
maja do wrze$nia [10]. W zalezno$ci od czasu kietkowania Zyje rok lub dwa. W przypadku

kielkowania na jesien wytwarza rozete¢ liSciowa, zimuje i zakwita dopiero wiosna.

Rycina 1. Przymiotno kanadyjskie — Erigeron canadensis L. Cronq (fot. wlasna).

2.4. Wystepowanie.

Przymiotno kanadyjskie wystepuje obecnie prawie na calym $wiecie. Ro$lina ta ma
niewielkie wymagania klimatyczne. Jej zasieg obejmuje tereny pomiedzy 45 stopniem szerokos$ci
geograficznej potudniowej a 55 stopniem szerokosci geograficznej péinocnej. Lubi gleby ubogie i

malozyzne, jest typowym kosmopolita [11]. Przymiotno kanadyjskie spotka¢ mozna gléwnie na
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pastwiskach, nieuzytkach, przydrozach, zrebach i ugorach oraz suchych igkach [12]. Ro$lina jest
uporczywym i trudnym do wytepienia chwastem upraw polnych i ogrodowych, przez co powoduje

duze straty w rolnictwie w Polsce i na $wiecie.

2.5. Przymiotno kanadyjskie a rolnictwo.

Przymiotno kanadyjskie jest, jak juz wspomniano, chwastem zasiedlajacym uprawy
zbozowe oraz warzywne, co prowadzi do powaznego obnizenia ilosci i jakosci plonoéw, a tym
samym znacznych szkod gospodarczych. Niektére populacje rosliny wyksztalcily oporno$¢ na
wiekszos$¢ stosowanych herbicydow takich jak parakwat, atrazyna, chlorsulfuron czy glifosat [11].
Mechanizmy tej oporno$ci sa przedmiotem badan naukowcow na calym $wiecie i zostaly jedynie
czeSciowo poznane. Przykladowo, oporno$¢ na parakwat zwigzana jest najprawdopodobniej z
wystepowaniem odpowiednich systemow transportowych, ktore przenosza czasteczki herbicydu do
wakuoli lub $ciany komoérkowej, uniemozliwiajac ich skuteczne dzialanie, badz wiaza parakwat, co

skutkuje jego dezaktywacja [13].

3. Sklad chemiczny surowca.

Badania fitochemiczne prowadza do coraz lepszego poznania chemizmu przymiotna
kanadyjskiego. Wedlug najnowszych doniesien literaturowych ziele przymiotna kanadyjskiego

zawiera w swoim skladzie wymienione ponizej grupy zwiazkow.

3.1. Flawonoidy.

Zwiazki flawonoidowe wchodzace w sklad surowca to glownie pochodne flawonu
(apigenina, luteolina [14,15], skutelareina, bajkalina, 3',4',5,7-tetrahydroksyflawon [16], 3,5,7,3',4'-
pentahydroksyflawon [17,18], 7-O-B-D-glukuronid-4'-hydroksywogoniny [18], 7-O-p-D-
glukopiranozyd apigeniny [19]) oraz flawonolu (kemferol, kwercetyna, ramnetyna, izoramnetyna
[10], rutyna, 3-O-a-L-ramnozyd kwercetyny [17,18], 3-O-3-D-glukopiranozyd kwercetyny, 7-O-f3-
D-galaktopiranozyd kwercetyny [19]). Wedlug badan przeprowadzonych przez Strzelecka i
Glinkowska [14] ilo$¢ zwigzkow flawonoidowych zalezna jest od cze$ci rosliny. Najwigcej znajduje
sie ich w kwiatach (0,44%, oznaczenie przeprowadzone metoda wg Christa-Muellera, lub 0,56% w
przypadku oznaczenia przeprowadzonego wg metody Hagedorna-Neu'a), mniej w lisciach (w

zaleznos$ci od wyzej wymienionych metod oznaczenia odpowiednio 0,33% i 0,46%), natomiast
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najmniej w zielu (0,17% i 0,20%) oraz todydze (0,13% i 0,18%).

3.2. Garbniki pirogalolowe.

Garbniki obecne w zielu przymiotna kanadyjskiego =zaliczane s3 do garbnikoéw
hydrolizujacych - galotanin. Strzelecka i Glinkowska [14] przeprowadzily oznaczenie zawarto$ci
tych garbnikéw metoda manganometryczng oraz metodg zalecang przez FP IV. Najwigksze stezenie
garbnikéw odnotowano w lisciach (13,7%), troche mniejsze w kwiatach (11,6%), natomiast

najmniejsze w zielu (8,5%) i lodygach (6,0%).

3.3. Fenolokwasy.

Ziele przymiotna kanadyjskiego jest surowcem bogatym w zwiazki nalezace do tej grupy.
Wedlug badan Strzeleckiej i Glinkowskiej [14] gldéwnymi fenolokwasami obecnymi w surowcu sa:
kwas protokatechowy, kawowy, p-kumarowy, ferulowy oraz syryngowy. Niektorzy autorzy donosza
takze o obecnosci w surowcu kwasu chlorogenowego [17,18]. Badania fitochemiczne
przeprowadzone w Katedrze Farmakognozji Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie
wykazaly réwniez obecno$¢ kwasow izochlorogenowego oraz neochlorogenowego [20]. Ponadto w
roslinie stwierdzono obecno$¢ estrow pochodnych kwasu kawowego i ferulowego z kwasem 2,7-
anhydro-3-deoksy-2-oktulozonowym [20] oraz pochodnych kwasu benzoesowego takich jak kwas

p-hydroksybenzoesowy, 3,5-dihydroksybenzoesowy, 3,5-dimetoksybenzoesowy [22].

3.4. Olejek eteryczny.

Przymiotno kanadyijskie jest rosling olejkodajng. Zawarto$¢ olejku eterycznego w suszonym
zielu krajowych okazéw przymiotna kanadyjskiego wynosi okoto 0,4% i ulega nieznacznym
wahaniom w zalezno$ci od stadium wegetacyjnego w jakim ro$lina si¢ znajduje. Najwigksza ilo$¢
olejku wystepuje w roslinach kwitngcych, a w miare przekwitania oraz owocowania zawarto$¢
olejku maleje. Ilos¢ olejku zalezna jest rowniez od organu rosliny z jakiego jest pozyskiwany [23]
oraz od strefy klimatycznej w jakiej ros$lina rosnie [24]. Przykladowo, w ro$linach ukrainskich
zawarto$¢ olejku wahala si¢ od 0,8 do 1,32%, natomiast w okazach rosngcych na Pélwyspie
Skandynawskim wynosila jedynie 0,17%. Olejek eteryczny pozyskiwany z przymiotna
kanadyjskiego ma barwe zielonkawo-z6lta, przyjemny, orzezwiajacy zapach oraz ostry, kminkowy

smak [24]. Analizy przeprowadzone z zastosowaniem spektrometrii mas (MS) oraz magnetycznego
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rezonansu jadrowego (‘H NMR) wykazaty, iz olejek eteryczny przymiotna kanadyjskiego
rosngcego na terenie Polski zawiera okolo 56 roznych zwiazkéw, przy czym w najwigkszych
ilosciach wystepuja w nim limonen (70%) oraz trans-a-bergamoten (7%) [25]. Dla poro6wnania
gltownymi skladnikami olejku roslin pochodzacych z Grecji sg limonen (70%) oraz matricaria ester
(7,9%) [26]. Zestawienie najwazniejszych skladnikéw olejku eterycznego polskich okazow
przymiotna kanadyjskiego umieszczono w tabeli 1 [25]. Wykazano, Zze w zaleznos$ci od stadium
rozwojowego rosliny wahaniom podlega nie tylko ilo$¢ olejku, ale takze zawarto$¢ poszczego6lnych

jego skladnikow [27].

Tabela 1. Najwazniejsze skladniki olejku eterycznego przymiotna kanadyjskiego rosnacego w

Polsce [25].

Skladnik Zawarto$¢ [%]

limonen 70
trans-a-bergamoten 7

(Z,Z)-matricaria ester 2,4
o-kurkumen 2,2
mircen 1,2
(E)-B-farnezen 0,9
B-pinen 0,8
trans-karweol 0,8
cis-p-mento-2,8-dien-1-ol 0,7
pozostate 47 skladnikow 14

3.5. Sterole ro$linne.

Z ziela przymiotna kanadyjskiego wyizolowano nastepujace sterole roslinne: B-sitosterol i

jego 3-0O-B-D-glukozyd, stigmasterol, 3-O-B-D-glukozyd spinasterolu [16,17,18,28].
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3.6. Zwiazki triterpenowe.

Z. przeanalizowanych danych literaturowych wynika, Ze ziele przymiotna kanadyjskiego
zawiera nastepujace triterpenoidy: o-amyryne, [B-amyryne, 3-O-(hydroksyacetylo)-23,28-
dihydroksy-B-amyryne, ester 3B,16B,2B-trihydroksytaraksa-3-O-palmitoksylu, frydeling,

epifrydelinol, tarakserol, simiarenol oraz kwas oleanolowy [15,16,17,18,22,29].

3.7. Lipidy.

Z ziela przymiotna kanadyjskiego wyizolowano zwiazki zaliczane do grupy lipidow, wsréd
ktorych wymieni¢ nalezy m.in. sfingolipidy takie jak 1,3,5-trihydroksy-2-heksadekanolamino-
(6E,9E)-heptakozdien wraz z jego 1-O-glukopiranozydem oraz 1,3-dihydroksy-2-heksanolamino-
(4E)-heptadecen) [22,28] oraz kwasy tluszczowe (kwas 9,10,12-trihydroksy-10(E)-oktadecenowy,
3-izopropenylo-6-oksoheptanowy) [15,16,29].

3.8. Inne zwiazki.

Oprocz wyzej wymienionych wyizolowano takze nastepujace zwiazki nie dajace sie

zaklasyfikowa¢ do zadnej z wyzej opisywanych grup:

e zwiazki polienowe: ester metylowy 8R,9R-dihydroksymatricaria oraz jej 4Z,8Z-y-lakton,
lakton (4Z,87)-matricaria, lakton (4E,8Z)-matricaria [15,16,29], ester metylowy (2Z,87Z)-
matricaria, lakton (4Z)-lachnophyllum [30], ester (8Z)-2,3-dihydromatricaria [31],

e zwiazki pochodne dihydropiranu (konyzapiran-E i konyzapiran-7) [15,29],

e pochodne kwasu piromekonowego [32],

e (+)-hydroksydihydroneokarwenol [16],

e harming [28],

e ftalan diizobutylu [18],

e karbaminian N,N'-(4-metylo-1,3-fenylo)bis-C,C'-dimetylu [18].
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4. Dzialanie oraz zastosowanie przetworéw z przymiotna kanadyjskiego.

4.1. Surowiec.

Surowcem stosowanym w celach leczniczych jest ziele przymiotna kanadyjskiego —
Erigeronis herba. Pozyskiwa¢ nalezy je w fazie wczesnego kwitnienia rosliny (w Polsce czas ten
przypada na pierwsza polowe lipca), Scinajac gorne, ulistnione pedy rosliny. Nalezy unikac
zbierania ros$lin przekwitnietych, o mocno zdrewniatej lodydze oraz suchych lisciach. Wysuszony
surowiec przechowujemy w woreczkach plociennych lub papierowych torbach, w miejscach
suchych, ciemnych i dobrze wentylowanych [14,33,34]. Surowiec nie jest surowcem

farmakopealnym w Polsce.

4.2. Tradycyjne zastosowanie surowca.

Ziele przymiotna kanadyjskiego jest tradycyjnym = S$rodkiem o  dzialaniu
przeciwkrwotocznym. W tym celu bylo stosowane m.in. przez szczepy indianskie zamieszkujace
Ameryke Polnocng. Medycyna tradycyjna poleca tez surowiec jako S$rodek przeciwzapalny,
przeciwreumatyczny, moczope¢dny oraz przeciwobrzgkowy. W USA wyciag alkoholowy z ziela
stosowany jest w leczeniu trudno gojacych si¢ ran, obfitych miesigczek oraz krwotokéw z
przewodu pokarmowego. W Kanadzie uzywany jest jako diuretyk oraz $rodek tonizujacy. W
Rumunii ekstrakt wodny z ziela wykorzystywany jest jako $rodek bakterio- i grzybobdjczy [34].
Wyciag z ziela przymiotna stosowany jest takze zewnetrznie w postaci przymoczek oraz okladéw w
przypadku owrzodzen, odlezyn oraz oparzen [35]. W Turcji odwar z ziela zalecany jest jako
tradycyjny $rodek zwalczajacy wszy [36]. We Wloszech (region Kampanii) odwar sporzadzony z
ziela przymiotna kanadyjskiego, komosy bialej oraz szartatu szorstkiego aplikowany jest miejscowo
w formie okladow, jako Srodek przeciwreumatyczny [37]. W medycynie tradycyjnej tajlandzkiego
szczepu Akha, napar z ziela wykorzystywany jest w celu przyspieszenia krzepnigcia krwi oraz
obnizenia goraczki [38]. W Portugalii medycyna tradycyjna zaleca stosowanie kwitngcego ziela
przymiotna kanadyjskiego w kamicy nerkowej, podagrze oraz biegunkach [39]. W Hiszpanii

herbatka z tego ziela jest stosowana jako tonik poprawiajacy trawienie (digestif) [40].
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4.3. Oficjalne zastosowanie surowca oraz preparaty.

Oficjalne zastosowanie przymiotna kanadyjskiego jako $rodka leczniczego jest marginalne.
Jedyny dostepny na polskim rynku farmaceutycznym preparat to HEMORIGEN® (Rycina 2),
produkowany przez Wroclawskie Zaklady Zielarskie ,,Herbapol” Spétka Akcyjna. Ma on postaé
tabletek (opakowanie 30 sztuk), w sklad ktérych wchodzi wyciag gesty z ziela przymiotna
kanadyjskiego (Erigeronis canadensis herbae extractum spissum) w ilosci 50 mg w jednej tabletce.
Preparat polecany jest jako ,lek stosowany tradycyjnie we wspomagajacym leczeniu drobnych
sthuczen i podbiegnie¢ krwawych (siniakow) powstalych w wyniku lagodnych urazéw” (cyt.
ulotka). Wcze$niej preparat polecany byt jako ,,$rodek pomocniczy w leczeniu krwawien z drég
rodnych o réznej etiologii, w tym spowodowanych skazami naczyniowymi” (cyt. ulotka). Ze
wzgledu jednak na brak odpowiednich badan, rejestracja z tymi wskazaniami nie zostala
przedluzona. Zalecane dawkowanie HEMORIGENU® wynosi 3 razy dziennie po 1-2 tabletki nie
dluzej niz 3-4 dni. Mechanizm dzialania preparatu jest nieznany. Producent ostrzega przed
stosowaniem preparatu osoby cierpigce na chorobe¢ zakrzepowa zyl, zylaki konczyn dolnych oraz
odbytu, a takze przewlekla niewydolno$¢ zylna. Do roku 2005 istnial takze preparat o takiej same;j
nazwie HEMORIGEN®, ale w postaci nalewki (opakowanie 100 g). Produkowany byt przez
przedsiebiorstwo Phytopharm Kleka Spotka Akcyjna, ale zostal wycofany. Wskazania do
stosowania preparatu obejmowaly krwotoki z drég rodnych u kobiet oraz skazy naczyniowe.
Zalecane dawkowanie wynosito 3 razy dziennie pot tyzeczki ptynu podawane w szklance wody.
Wyciag z przymiotna kanadyjskiego wchodzit takze, obok wyciagéw z milorzebu japonskiego,
glogu, jemioly, arniki i kasztanowca, w sklad preparatu VENOFORTON® — Mikstura Krazeniowa,
produkowanego przez Przedsigbiorstwo Produkcyjno-Handlowe Dary Natury — Ryki. Lek ten
wywieral dzialanie uszczelniajace na naczynia krwionosne, zwlaszcza na naczynia wlosowate,
poprawial ukrwienie narzadow wewnetrznych oraz wspomagatl pamie¢ krotkotrwala. Preparat
wskazany byt dla oséb cierpigcych na zaburzenia krazenia mézgowego, krazenia obwodowego, w
niewydolnosci naczyniowej i innych schorzeniach ukladu krazenia. Zalecane dawkowanie wynosito
30-40 kropli w kieliszku wody 3-4 razy dziennie na 30 minut przed jedzeniem w cyklach
kilkutygodniowych z zachowaniem 10 dniowych przerw pomiedzy cyklami. Preparaty te sa
przeciwwskazane do stosowania przez osoby uczulone na ro$liny z rodziny astrowatych.
Przymiotno kanadyjskie jest wykorzystywane takze w homeopatii. Pranalewke (alkoholature)
sporzadza sie z calej rosliny w stosunku 1:10 i odpowiednio rozcieficza [12,41]. Przykladowym
preparatem homeopatycznym dostepnym bez recepty na polskim rynku farmaceutycznym, a

zawierajacym w swoim skladzie nalewke z ziela przymiotna w rozcienczeniu D3 jest HormeelS®.
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Preparat ten zalecany jest w zaburzeniach miesigczkowania oraz bezplodnos$ci u kobiet. Dostepny

jest w postaci kropli badz iniekcji [42].

Rycina 2. HEMORIGEN® - tabletki (fot. wlasna).

4.4. Tradycyjne zastosowanie surowca w $wietle wspoétczesnych badan naukowych.

4.4.1. Dzialanie przeciwzapalne.

Medycyna tradycyjna poleca stosowanie ziela przymiotna kanadyjskiego jako $rodka o
dzialaniu przeciwzapalnym i przeciwbolowym w lumbago i reumatyzmie [12]. Sa to jak
powszechnie wiadomo choroby przebiegajace z silnym miejscowym odczynem zapalnym, dlatego
podstawowymi lekami stosowanymi w ich terapii sa leki z grupy niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych (NLPZ). Naturalne $rodki o dzialaniu przeciwzapalnym i przeciwbolowym
rowniez moga okaza¢ si¢ przydatne w terapii tego rodzaju schorzen. Mimo wskazan medycyny
tradycyjnej, istnieje niewiele danych literaturowych na temat przeciwzapalnego dzialania
przetworéw sporzadzonych z ziela przymiotna kanadyjskiego. Dotychczas dokonano oceny
wplywu wyciggu etanolowego oraz wyciagu uzyskanego przez wytrawianie surowca eterem
naftowym na przebieg zaindukowanej reakcji zapalnej w teScie karageninowym u szczura. Udalo
si¢ uzyska¢ znaczace zmniejszenie obrzeku poduszeczki lapy, przy czym aktywnos¢
przeciwzapalna wyzej wymienionych wyciaggow byla poréwnywalna do aktywnosci
przeciwzapalnej wyciaggu ptynnego z rumianku (Chamomilla recutita L.), ktéry w badaniu zostat
uzyty jako substancja referencyjna. Analiza skladu wyciagu sporzadzonego poprzez wytrawianie
surowca eterem naftowym wykazala, ze za dzialanie przeciwzapalne odpowiadaja zawarte w nim
zwiazki seskwiterpenowe takie jak P-santalen, B-himachalen, kuparen, o-kurkumen i kadinen,
stanowigce skladniki olejku eterycznego. Nie przeprowadzono analizy skladu wyciagu

etanolowego, ktory wykazywal podobng aktywnos$¢. W badaniu uwzgledniono tylko wyciagi
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sporzadzone z surowca suszonego [43].

4.4.2. Dzialanie przeciwkrwotoczne oraz wplyw na elementy morfotyczne krwi.

Ziele przymiotna kanadyjskiego uwazane jest za skuteczny S$rodek o dzialaniu
przeciwkrwotocznym. Wedlug niektérych autorow mozna stosowa¢ je w krwawieniach z
hemoroidéw, obfitych miesigczkach oraz krwawieniach z drég rodnych i przewodu pokarmowego
[12,33,34,44]. Dzialanie to przypisuje si¢ zawartym w surowcu zwigzkom flawonoidowym.
Zmniejszaja one krucho$¢ oraz lamliwo$¢ naczyn krwiono$nych, a w szczego6lnosci naczyn
wlosowatych, zwiekszajac przy tym ich szczelno$¢ oraz elastyczno$¢. Niektore flawonoidy maja
takze zdolno$¢ hamowania aktywnosci enzymoéw takich jak np. hialuronidaza czy kolagenaza
mogacych powodowac¢ zwiekszenie przepuszczalnosci naczyn krwionos$nych [45,46,47,48]. Taka
hipoteza dzialania przeciwkrwotocznego nie zostala jednak zweryfikowana w odpowiednich
badaniach, a dokladny mechanizm do dzi$ pozostaje nieznany. Istnieja takze doniesienia, jakoby
ziele przymiotna kanadyjskiego przyjmowane wewnetrznie w postaci r6znego rodzaju przetworow
miato zwiekszac liczbe plytek krwi oraz skraca¢ czas jej krzepniecia [33,34,44], jednak nie znajduja
one potwierdzenia w badaniach naukowych. Eksperyment przeprowadzony w Zakladzie
Farmakologii Instytutu Przemystu Zielarskiego w Poznaniu wykazal, ze przetwory z ziela
przymiotna kanadyjskiego stosowane zaréwno zewngtrznie jak i wewnetrznie skracaja czas
krwawienia u myszy po obcieciu koniuszka ogona. W badaniu poréwnano skutecznos$¢ 10%
roztworu nalewki, 10% roztworu intraktu oraz 2% wyciagu ptynnego, 1% wyciagu gestego i 0,5%
wyciagu suchego z intraktu. Intrakt wykazal znacznie silniejsze dzialanie niz nalewka, przy czym
najsilniej dzialal wyciag suchy [49]. Jest to jedyne doniesienie literaturowe dotyczace
przeciwkrwotocznego dzialania surowca opierajace sie¢ na przeprowadzonym eksperymencie.
Znany jest natomiast sposOb wytwarzania preparatu hamujacego krzepniecie krwi z ziela
przymiotna kanadyjskiego. Preparat ten objety jest ochrona patentowa na terenie Polski.
Otrzymywany jest on poprzez wytrawienie surowca rozpuszczalnikiem lub mieszaning
rozpuszczalnikow, ktora stanowig nizsze alkohole jedno lub wielowodorotlenowe oraz woda.
Otrzymany ekstrakt poddaje si¢ zageszczeniu, a nastgpnie elucji rozpuszczalnikami, az do
otrzymania frakcji zawierajacej w swoim skladzie glownie zwiazki cukrowe (oligo- i
polisacharydy), ktoéra to frakcja podawana dozylnie wywiera dzialanie przeciwzakrzepowe, co
potwierdzone zostalo w odpowiednich testach przeprowadzonych w warunkach in vitro [44].
Opisywany wyzej preparat hamuje rowniez, w sposob zalezny od dawki, indukowang kolagenem

oraz ADP agregacje plytek krwi [50,51]. Istnieja takze doniesienia opisujace ochronne dzialanie
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wyciaggow z ziela przymiotna kanadyjskiego wobec plytek krwi narazonych na silny stres
oksydacyjny. Wykazano, ze ekstrakt sporzadzony ze S$wiezego ziela tej ro$liny w istotny
statystycznie sposob hamowal powstawanie reaktywnych form tlenu oraz uszkodzenia w biatkach
blonowych plytek krwi, indukowane anionem nadtlenoazotynowym (ONOQ), ktory jest jednym z
najsilniejszych czynnikow utleniajacych, zdolnym wywola¢ powazne uszkodzenia struktur
komoérkowych. Miarg dzialania ochronnego wyciagu bylo okreslenie ilosci grup karbonylowych w
biatkach blonowych plytek oraz stezenia nitrotyrozyny, powstajacej w wyniku reakcji
nitrozylowania reszt tyrozyny tych bialek. Zar6wno stezenie nitrotyrozyny jak i ilo$¢ grup
karbonylowych bialek okreSlano wykorzystujac w tym celu metody immunoenzymatyczne
(ELISA). Ekstrakt z ziela przymiotna kanadyjskiego wykazal silniejsze dzialanie antyoksydacyjne
niz stosowane jako substancje referencyjne resweratrol oraz deferoksamina, skutecznie
zmniejszajac tworzenie nitrotyrozyny oraz grup karbonylowych w biatkach blonowych ptytek [50].
Zauwazono jednak, ze wysokie dawki ekstraktu (2500000 pg/ml) zmniejszaja ilos¢ wolnych grup
sulthydrylowych bialek osocza oraz zwigkszaja stezenie zredukowanej formy homocysteiny, co
sugeruje jego dzialanie prooksydacyjne w tych dawkach [52].

Podsumowujac zebrane dane literaturowe, mozna stwierdzi¢, ze dotychczasowe badania
wykazaly przeciwzakrzepowe, antyagregacyjne, a takze ochronne wobec plytek krwi dzialanie
wyciagow z przymiotna kanadyjskiego oraz ich frakcji zawierajacych zwiazki polisacharydowe i
polifenolowe. Brak jest jednak jakichkolwiek danych zZrodtowych potwierdzajacych tak czesto
pojawiajace si¢ w literaturze wzmianki na temat pozytywnego wplywu przetworéow z ziela
przymiotna kanadyjskiego na przyspieszenie czasu krzepnigcia krwi, wzrost liczby plytek Iub
innych elementow morfotycznych krwi. Mozna zaryzykowac stwierdzenie, iz badania takie nie

zostaly przeprowadzone.

4.5. Inne profile aktywno$ci wyciagdéw z ziela przymiotna kanadyjskiego lub zwiazkéw z nich

wyizolowanych.

4.5.1. Aktywnos$¢ cytotoksyczna.

Ziele przymiotna kanadyjskiego nie jest surowcem stosowanym w medycynie tradycyjnej w
terapii schorzen nowotworowych. Mimo to badania dowodza, ze zaro6wno wyciagi, jak i pewne
zwiazki wyizolowane z surowca, wykazuja aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec niektérych ludzkich
linii komorek nowotworowych.

Do tej pory okreslono aktywnos$¢ cytotoksyczng roznego rodzaju wyciaggdw oraz zwigzkow
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wyizolowanych z przymiotna kanadyjskiego wobec nastepujacych linii ludzkich komorek
nowotworowych: Hep-2 (nowotwor krtani), MCF7 (nowotwor piersi), HeLa (nowotwor jajnika),
A431 (nowotwor nablonka) oraz mysich komorek czerniaka B16. Hayet i wsp. [53] donosza o
aktywnos$ci cytotoksycznej, wyciaggow otrzymanych poprzez wytrawienie suszonego surowca
octanem etylu oraz eterem naftowym, wzgledem komorek nowotworowych linii Hep-2. Opisywany
w tych badaniach efekt cytotoksyczny byt zalezny od czasu ekspozycji komérek na wyciagi.
Obliczone wartosci ICso po 72 h inkubacji wynosily 45 pg/ml dla wyciaggu octanowego oraz 50 pg/
ml dla wyciggu otrzymanego poprzez wytrawienie surowca eterem naftowym. Wycigg metanolowy
nie wykazal znaczacej aktywnosci cytotoksycznej wobec tej linii komoérek nowotworowych (ICs,>
100 pg/ml). Powyzszy eksperyment przeprowadzono metoda z uzyciem blekitu metylenowego. Z
kolei w badaniach przeprowadzonych przez Ran¢ i wsp. [54] obiecujaca aktywnos$¢ cytotoksyczng
wobec ludzkiej linii komérek nowotworowych MCF7 wykazal wyciag etanolowy z suszonego ziela
przymiotna kanadyjskiego. Obliczona warto$¢ ICso po 72 h inkubacji komoérek z wyciagiem
wyniosta 12,76 ng/ml. Eksperyment przeprowadzono metoda z wykorzystaniem sulforodaminy B.
W badaniach Rethy i wsp. [55] przeprowadzonych za pomoca metody z uzyciem biekitu
tetrazolowego (test MTT), poddano ocenie aktywno$¢ cytotoksyczng wyciggow heksanowego z
ziela i korzeni oraz chloroformowego z ziela przymiotna kanadyjskiego wobec ludzkiej linii
komorek nowotworowych HeLa, MCF7 oraz A431. Warto$ci ICso wyciagu heksanowego z korzeni
dla wymienionych kolejno linii komoérek nowotworowych wynosity odpowiednio 6,47 pg/ml, 3,32
pg/ml i 9,47 ng/ml, dla wyciggu heksanowego z ziela 17,4 ng/ml, 7,93 ng/ml oraz 11,6 pg/ml,
podczas gdy dla wyciagu chloroformowego z ziela 18,72 pg/ml, 15,8 pg/ml i >30 pg/ml. Wobec
wyzej wymienionych linii komdrek aktywno$¢ cytotoksyczng wykazaly takze niektére zwigzki
wyizolowane z korzeni przymiotna kanadyjskiego. Wymieni¢ nalezy tu: zwigzki pochodne
dihydropiranu, matricaria-y-laktony, epifridelinol, tarakserol, spinasterol oraz apigening. WartoS$ci
ICs5p <20 pg/ml wobec linii HeLa, MCF7 i A431 odnotowano dla apigeniny oraz spinasterolu (z
wyjatkiem jego aktywnos$ci wobec linii MCF7 — ICsy 26,5 pg/ml). Wartos$ci ICsy dla tych zwigzkoéw
byly zblizone do wartosci uzytych w doswiadczeniu zwiazkow referencyjnych (doksorubicyna,
cisplatyna). Nalezy zauwazy¢, ze zwigzki te wykazywaly nizsza aktywno$¢ cytotoksyczng wobec
prawidlowych komoérek MRC-5 (fibroblasty) w poréwnaniu z liniami komoérek nowotworowych.
Badania przeprowadzone zostaly z wykorzystaniem testu MTT [15]. Yan i wsp. [18] donosza o
aktywnos$ci cytotoksycznej innego zwigzku triterpenowego wyizolowanego z ziela przymiotna
kanadyjskiego, a mianowicie 3-O-(hydroksyacetylo)-23,28-dihydroksy-p-amyryny. W tescie MTT,
zwiazek ten wykazal wysoka aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec ludzkiej linii komorek

nowotworowych czerniaka B16 (ICso 7,77 pg/ml).
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4.5.2. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa oraz przeciwgrzybicza.

Niektore zrodla donosza o bakteriobojczym dziataniu przetworéw sporzadzonych z ziela
przymiotna kanadyjskiego [35]. Doniesienia te znajduja pewne potwierdzenie w badaniach
naukowych. Wykazaly one mianowicie, ze roznego rodzaju wyciagi otrzymywane z ziela
przymiotna kanadyjskiego oraz pewne zwiazki wyizolowane z tych wyciagéw wykazuja aktywno$¢
hamujaca rozwoj niektorych bakterii oraz grzyboéw chorobotworczych dla czlowieka.

Hayet i wsp. [50] donosza o aktywnosci przeciwbakteryjnej wyciaggéw sporzadzonych
poprzez wytrawienie suszonego ziela przymiotna kanadyjskiego za pomoca eteru naftowego,
octanu etylu oraz metanolu. Aktywno$¢ byla badana metoda dyfuzyjna na podlozu agarowym
wobec czterech szczepoéw bakterii chorobotworczych: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27950 i Enterococcus faecalis
ATCC 29212. Najsilniejsza aktywnos$¢ hamujaca rozwoj bakterii wykazal ekstrakt metanolowy,
ktory byt najskuteczniejszy wobec E. faecalis i E. coli. Wartos¢ MIC wyniosta w tym przypadku
625 ng/ml. W przypadku S. aureus i P. aeruginosa wartosci MIC wynosity 5000 pg/ml. Pozostale
wyciagi wykazaly umiarkowang aktywno$¢ przeciwbakteryjng. Ich wartosci MIC wynosity 1,25 i
2500 pg/ml wobec E. faecalis i E. coli oraz 10000 ng/ml wobec S. aureus i P. aeruginosa. Ci sami
autorzy badali takze hamujacy wplyw wyciaggéw metanolowego, butanolowego, chloroformowego
oraz octanu etylu na rozwoj wirusa cytomegalii (CMV) oraz wirusa Coxsackie typu B3 (CoxB-3).
Najwieksza aktywno$¢ hamujaca rozwdj wirusa wykazal wycigg metanolowy, ktérego skutecznos¢
w stezeniu 100 pg/ml wynosita 99,1%. Zwigzkiem referencyjnym w tym badaniu by} gancyklowir,
ktory 50% skuteczno$¢ inhibicyjnag wykazywal przy stezeniu 800 pg/ml. Eksperyment
przeprowadzono metodg shell-vial [56]. Wyniki opisanych wyzej badan pozostajag w sprzecznosci z
wynikami uzyskanymi przez Oskay'a i wsp. [57], ktorzy dowiedli braku aktywnosci
przeciwbakteryjnej wyciagu etanolowego z suszonego ziela przymiotna kanadyjskiego wobec,
miedzy innymi takich szczepow bakterii jak S. aureus (w tym szczepy metycylinooporne), E. coli
oraz E. faecalis. Wyciag ten jednak wykazal stabg aktywno$¢ hamujaca rozwdj drozdzakow z
rodzaju Candida (Candida albicans). Wyciagi z ziela przymiotna kanadyjskiego wykazuja
aktywno$¢ przeciwbakteryjng nie tylko wobec niektérych mikroorganizméw bedacych patogenami
czlowieka, ale takze wobec pewnych gatunkow sinic, ktérych nadmierny rozplem powoduje
zjawisko tzw. ,zakwitania wod”. Li i wsp. [58] zbadali wpltyw wyciagéw uzyskanych poprzez
wytrawianie surowca octanem etylu, eterem naftowym i etanolem na rozwoj cyjanobakterii gatunku
Microcystis aeruginosa. Rozwdj tego mikroorganizmu najsilniej hamowal wyciag sporzadzony za

pomoca octanu etylu, a jego ECs, zmierzone po 96 h dzialania wynosito 31500 pg/ml. Aktywno$¢
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przeciwbakteryjng wykazuja tez niektére zwiazki wyizolowane z ziela przymiotna kanadyjskiego.
Wymieni¢ nalezy tu konyzolid, ktérego MIC dla bakterii szczepu E. coli wynosit 25 pg/ml oraz
konyzoflawon, skutecznie hamujacy rozwo6j patogennych drozdzakow z rodzaju Candida (Candida
albicans) [59]. Testowano takze aktywno$¢ przeciwbakteryjna pochodnych kwasu
piromekonowego, estru metylowego matricariny, estru metylowego 8R,9R-dihydroksymatricariny
oraz jej laktonu wzgledem takich szczepoéw bakteryjnych jak S. aureus, E. coli oraz Bacillus
subtilis; nie otrzymano jednak zadowalajacych wynikéw [16,32]. Wyizolowane z ziela przymiotna
kanadyjskiego laktony (4Z,8Z)-matricaria oraz (4Z)-lachnophyllum okazaly sie skutecznymi
inhibitorami wzrostu takich grzybowych patogenow roslinnych jak Colletotrichum acutatum,
Colletotrichum fragariae i Colletotrichum gloeosporioides [31]. Na zakonczenie wspomnie¢ nalezy
takze, iz stabym inhibitorem wzrostu takich fitopatogenow grzybowych jak Rhizoctonia solani,
Fusarium solani oraz Colletotrichum lindemuthianum okazal sie¢ olejek eteryczny z przymiotna

kanadyjskiego [60].

4.5.3. AktywnoS¢ nicieniobojcza.

Wyciagi sporzadzone z ziela przymiotna kanadyjskiego wykazuja tez inne, interesujace
profile aktywnosci, nie dajace si¢ zaklasyfikowa¢ w wyzej wymienionych punktach. Wymieni¢ tu
nalezy miedzy innymi aktywnos$¢ nicieniobdjcza wodnych ekstraktow z ziela tej rosliny.

Begum i wsp. [61] dowiedli, Ze wykazuja one nie tylko dzialanie bdjcze wobec nicienia
gatunku Meloidogyne jawanica, bedacego pasozytem roslin warzywnych, ale takze inaktywuja jego
jaja, uniemozliwiajac wykluwanie si¢ nowych osobnikow. Badanie zostalo przeprowadzone w
warunkach in vitro. Smiertelno$¢ dorostych osobnikéw pasozyta po 24 h ekspozycji na wyciag
wodny wynosita 39%, natomiast po 48 h ekspozycji 57%, podczas gdy w grupie kontrolnej
zaobserwowano $miertelno$¢ na poziomie odpowiednio 6 i 11%. Inaktywacja jaj powodowana
przez wyciag wodny z przymiotna byla o 24,62% wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolng dla
ktorej wynosita 0%. Z badania tego jednoznacznie wynika, ze wyciagi wodne z przymiotna
kanadyjskiego moga okaza¢ sie skutecznymi dodatkami do gleby, majacymi na celu zmniejszenie

rozwoju organizmow pasozytniczych.
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4.5.4. Aktywnos¢ antyoksydacyjna.

Liczne badania wskazujg, ze antyoksydanty pochodzenia naturalnego odgrywaja istotng role
w prewencji roznego rodzaju choréb, m.in. nowotworow czy chorob zapalnych. Dzieje si¢ tak
poniewaz zwiazki te zdolne s3 do likwidacji (,zmiatania”) powstajacych w wyniku reakcji
metabolicznych wolnych rodnikéw (reaktywnych form tlenu), ktére odgrywaja istotng role w
procesie nowotworzenia, chorobach autoimmunologicznych, reakcji zapalnej oraz innych
patologicznych procesach jakie moga zachodzi¢ w organizmie czlowieka [46,47]. Wyciagi z ziela
przymiotna kanadyjskiego cechuja si¢ istotng aktywnos$cia antyoksydacyjna, i sa zdolne zapobiegac
uszkodzeniom plytek krwi wywolywanym przez stres oksydacyjny jak opisano wyzej. Dzialanie
przeciwutleniajace wyciaggdéw potwierdzone zostalo takze w badaniach in vitro przeprowadzonych
m.in. metoda z wykorzystaniem 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (test DPPH).

Hayet i wsp. [53] przeprowadzili badania dla wyciaggéw metanolowego, z octanu etylu oraz
z eteru naftowego za pomocg szeroko stosowanego w tego typu oznaczeniach testu DPPH. Warto$¢
ICs dla wyciggu metanolowego wynosita 120 pg/ml, podczas gdy dla wyciagow otrzymanych
przez wytrawienie surowca octanem etylu i eterem naftowym odpowiednio 150 i 190 pg/ml.
Wyniki te, sugerujace korzystne wilasciwosci przeciwutleniajace wyciagéw z ziela przymiotna,
potwierdzaja takze badania Woo i wsp. [62]. Przebadali oni wyciagi z suchego, Swiezego oraz
zblanszowanego ziela przymiotna, okres$lajac aktywno$¢ antyoksydacyjng za pomoca takich
parametréw jak warto$¢ I1Cso EDA (electron donating ability — zdolno$¢ do oddania elektronu
wyrazona w procentach) oraz AEAC (L-ascorbic acid equivalent antioxidant capacity —
rownowaznik antyoksydacyjnego dziatania kwasu askorbinowego). Badania wykazaly, ze warto$ci
tych parametrow dla wyciagu $wiezego wynosily odpowiednio 5552,7 ng/ml i 192,78 mg eq/g
probki, dla wyciggu z surowca suchego 471 pg/ml i 194,05 mg eq/g probki, natomiast dla wyciggu
z surowca zblanszowanego 413,5 ng/ml i 242,40 mg eq/g probki. Wartosci te wskazuja na bardzo
dobre wlasciwosci antyoksydacyjne wyciagdéw z przymiotna, ktére moglyby by¢ stosowane jako

potencjalne, przeciwutleniajace dodatki do Zywnosci.

4.5.5. Aktywnos¢ hipotensyjna.

Maurya i wsp. [63] wykazali dzialanie hipotensyjne wyciagu wodnego z ziela przymiotna
kanadyjskiego. Wycigg ten, podany uspionym psom w dawce 50 mg/kg masy ciala zmniejszyt
Srednie cis$nienie tetnicze z 86,4 do 36,08 mm Hg. Efekt ten byt zauwazalny niezwlocznie po

podaniu, jednak jego dzialanie bylo krotkotrwale. Podobne wyniki w badaniach nad wyciagiem
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wodnym z kwiatow przymiotna uzyskali Lassere i wsp. [64]. Wyciag ten podany szczurom w
postaci iniekcji w dawce 360 mg/kg masy ciala spowodowal znaczne, utrzymujace sie przez 2
minuty od podania, obnizenie ci$nienia tetniczego krwi. Co ciekawe, wyciag z ziela przymiotna w
tych samych warunkach okazat sie znacznie mniej aktywny. Ponadto Ding i wsp. [21] wykazali, ze
estry pochodnych kwasu kawowego oraz ferulowego z kwasem 2,7-anhydro-3-deoksy-2-
oktulozonowym wyizolowane z ziela przymiotna kanadyjskiego hamuja wydzielanie katecholamin
w warunkach in vitro. Badania przeprowadzono na izolowanych, bydlecych komorkach rdzenia
nadnerczy; wydzielanie Kkatecholamin stymulowano acetylocholing, weratrydyna i jonami
potasowymi. Wartosci ICsy dla pochodnych kwasu kawowego wynosilty 94,65 nM, natomiast dla
pochodnych kwasu ferulowego 42,35 pM. Zbadano takze wplyw tych zwiazkéw na stezenie
wewnatrzkomoérkowe jonéw wapnia, jako ze wzrost tego stezenia jest bezposrednio zwigzany z
sekrecja katecholamin. Wartosci 1Cs, wynosily odpowiednio 59,81 pM oraz 67,29 pM dla

pochodnych kwasu kawowego oraz ferulowego.

5. Galaktozylodiacyloglicerole.

5.1. Budowa oraz wystepowanie.

Galaktozylodiacyloglicerole naleza do glikolipidow, zbudowanych z glicerolu, jednej lub
wiekszej ilosci czasteczek galaktozy oraz kwasow thuszczowych. Glicerol polaczony jest z
galaktoza za pomoca wigzan O-glikozydowych, natomiast kwasy tluszczowe z resztami
hydroksylowymi glicerolu tacza si¢ za posrednictwem wigzan estrowych (Rycina 3). Duza liczba
kwaséw tluszczowych jakie moga wigza¢ si¢ z czasteczka glicerolu sprawia, iz w grupie tej
wystepuje duza réznorodnos$¢ zwigzkow. Do najczesciej spotykanych kwasow tluszczowych w
czasteczkach galaktozylodiacylogliceroli naleza kwas a-linolenowy, palmitynowy, oleinowy oraz
stearynowy. Galaktozylowane diacyloglicerole stanowig najbardziej rozpowszechniong grupe
galaktolipidow w przyrodzie. W ro$linach wyzszych wystepuja ich dwa glowne typy:
monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG) oraz digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG). Razem z
wymienionymi wyzej zwiazkami wystepuje réwniez sulfochinowozylodiacyloglicerol (SQDG),
zwigzek w ktorego czasteczce wystepuje reszta siarczanowa. Ma on w fizjologicznym pH, w
przeciwienstwie do obojetnych DGDG oraz MGDG, tadunek ujemny. Zwiazki te wchodza w skiad
tylakoidow chloroplastow i dowiedziono ich istotnego wplywu na prawidlowy przebieg procesu
fotosyntezy. Nalezy zaznaczy¢, iz w roSlinach wyzszych wystgpowa¢ moga takze inne

galaktozylowane  diacyloglicerole takie jak trigalaktozylodiacyloglicerol  (TriDGDG),
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tetragalaktozylodiacyloglicerol (TetraDGDG) oraz ich estolidy — zwiazki, w ktérych grupy
hydroksylowe hydroksykwasow thuszczowych sa dodatkowo zestryfikowane [65].

O—R1

O—R2

O—Gal

Rycina 3. Wzor ogdlny galaktozylodiacylogliceroli.

5.2. Aktywnos$¢ galaktozylodiacylogliceroli.

5.2.1. Aktywno$¢ cytotoksyczna oraz dzialanie przeciwnowotworowe.

Galaktozylodiacyloglicerole s3 zwigzkami aktywnymi biologicznie. Liczne badania
przeprowadzone zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo dowiodly ich dzialania
przeciwnowotworowego. Za aktywnos$¢ taka odpowiada nie tylko efekt cytotoksyczny, ale takze
zdolno$¢ tych zwigzkéw do hamowania polimerazy DNA oraz procesu angiogenezy.

Frakcja glikolipidowa wyizolowana z lisci szpinaku (Spinacia oleracea), zawierajaca w
swoim skladzie m.in. DGDG oraz MGDG, wykazala aktywno$¢ cytotoksyczng wobec takich
ludzkich linii komérek nowotworowych jak A549 (nowotwor phuc), BALL-1 (ostra bialaczka
limfoblastyczna B), HeLLa (nowotwor jajnika), Molt-4 (ostra biataczka limfoblastyczna T), NUGC-3
(nowotwor zoladka). Zakres obliczonych wartosci ICs, zamykal sie w przedziale 58,5-81,7 pg/ml.
Frakcja ta wykazala takze aktywno$¢ cytotoksyczng wobec linii mysich komérek nowotworu jelita
colon26, przy czym warto$¢ I1Cs, wynosita 74,5 pg/ml. Nalezy zauwazy¢ takze, iz podawanie frakcji
bogatej w galaktozylowane acyloglicerole dozoladkowo myszom z wszczepionymi komodrkami
nowotworu jelita colon26 spowodowato zahamowanie wzrostu guza o 56,1% w stosunku do grupy
kontrolnej otrzymujacej roztwor PBS [66]. Dowiedziono réwniez hamujacego wplywu frakcji
glikolipidow szpinaku zawierajacej m.in. DGDG oraz MGDG na aktywno$¢ polimerazy DNA u
ssakow. Najsilniej hamowane byly polimerazy typu a, B i €. Wartosci ICs, wynosily odpowiednio
44,1, 46,2 oraz 44,0 pg/ml. Dokladniejsze analizy wykazaly, ze za dzialanie to odpowiada w
gléwnej mierze SQDG [67,68]. Matsubara i wsp. [69] wykazali, iz galaktozylodiacyloglicerole

wyizolowane ze szpinaku moga hamowa¢ roéwniez proces angiogenezy, co W zestawieniu z
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wczesniejszymi doniesieniami na temat tych zwigzkow sugeruje, ze zwiazki te moga w przyszlosci

okazac si¢ uzyteczne w terapii nowotworow.

5.2.2. Aktywno$¢ przeciwzapalna.

Dane literaturowe dowodza, iz galaktozylodiacyloglicerole posiadaja aktywnos$¢
przeciwzapalna. Aktywnos$c¢ ta wykazana zostala zarowno w eksperymentach przeprowadzonych in
vitro, jak i in vivo. Mechanizm dzialania przeciwzapalnego tych zwigzkéw obejmuje m.in. inhibicje
cyklooksygenazy typu I i II, hamowanie chemotaksji neutrofilow oraz zapobieganie wyrzutowi
reaktywnych form tlenu przez komérki ukladu odporno$ciowego (ang. oxidative burst). Na rynku
farmaceutycznym dostgpne s3 juz preparaty przeciwzapalne, w sklad ktérych wchodza surowce
ros$linne, badz sporzadzone z nich wyciagi bogate w galaktozylowane acyloglicerole.

Wspomnie¢ nalezy, iz stosowanym od lat, tradycyjnym lekiem o dzialaniu przeciwzapalnym
w schorzeniach takich jak reumatyzm czy artretyzm jest sproszkowany owoc dzikiej rozy (Rosa
canina). Badania kliniczne dowiodly, iz S$rodek ten skutecznie zmniejszal bol [70,71] oraz
poprawial sprawno$¢ ruchowa pacjentow cierpigcych na wymienione wyzej schorzenia [70]. W
badaniach in vitro wykazano zdolno$¢ ekstraktu sporzadzonego z owocoéw rézy do hamowania
chemotaksji leukocytow. Ekstrakt ten obnizat takze poziom bialka ostrej fazy CRP u zdrowych
ochotnikéw w badaniach ex vivo [72]. OkreSlono réwniez wplyw ekstraktow heksanowych oraz
wodno-metanolowych sporzagdzonych m.in. z komercyjnych preparatow leczniczych, na aktywno$¢
cyklooksygenazy 1 i 2 w warunkach in vitro. Najwigksza aktywno$¢ inhibicyjng wykazaly
ekstrakty heksanowe, dla ktérych warto$ci I1Cso wynosily 229 pg/ml (COX-1) i 10,4 pg/ml
(COX-2). Wyciagi wodno-metanolowe nie wykazaly aktywnosci w tym te$cie. Ciekawym faktem
jest, iz znacznie silniejszym dzialaniem cechowaly sie ekstrakty sporzadzone z pseudoowocni rozy
pozbawionej nasion, co sugeruje, ze wilasnie tam zwiazki aktywne wystepuja w najwyzszym
stezeniu [73]. Badania strukturalne pozwolity okresli¢, iz zwigzkiem aktywnym jest (2S)-1,2-di-O-
[(9Z,12Z,15Z)-oktadeka-9,12,15-trieno]-3-O-B-D-galaktopiranozyloglicerol. Zwigzek ten nazwany
zostal galaktolipidem GOPO® [70,74]. Wykazano w badaniach in vitro, iz posiada on zdolno$¢
hamowania migracji neutrofiléw, przy czym aktywno$¢ ta zalezna jest od jego dawki. Wsrod
testowanych dawek 100, 50, 10, 1 i 0,1 pg/ml, najskuteczniejsza okazata si¢ dawka 100 pg/ml,
ktora hamowala migracj¢ w 82% w stosunku do zwigzku kontrolnego jakim byl roztwor
dimetylosulfotlenku (DMSQO) o stezeniu 20000 pg/ml [74]. Jak juz wspomniano odkrycie, a
nastepnie potwierdzenie aktywno$ci przeciwzapalnej galaktolipidu GOPO zaowocowalo

wprowadzeniem na rynek preparatu handlowego ze sproszkowanego owocu dzikiej r6zy. Nalezy
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jednak zaznaczy¢, iz inne galaktolipidy, réznigce si¢ strukturalnie od GOPO réwniez wykazuja
znaczng aktywno$¢ przeciwzapalng. Jako przyklad poda¢ mozna di, mono- oraz
sulfochinowozylodiacyloglicerole ~wyizolowane =z cieplolubnego gatunku alg ETS-05,
zasiedlajacego lecznicze blota termalne we Wloszech. Zwiazki te, w przeciwienstwie do
galaktolipidu GOPO, w strukturze swojej czasteczki posiadaja zréznicowane podstawniki acylowe,
a do najczesciej wystepujacych nalezg acyle kwaséw stearynowego, palmitynowego, linolenowego
oraz linolowego. Aktywno$¢ przeciwzapalna badana byla z wykorzystaniem dwoch modeli
zwierzecych: obrzeku karageninowego lapy oraz obrzeku krotonowego ucha. Najwieksza
skuteczno$¢ dzialania w stosunku do zwiazkéw kontrolnych (betametazon oraz indometacyna)
wykazal MGDG, przy czym uzyskany efekt byt zalezny od dawki. Badane
galaktozylodiacyloglicerole byly podawane podskornie, w zakresie dawek 10-40 mg/kg masy ciala
[75]. O aktywnosci przeciwzapalnej tego rodzaju zwigzkéw donosza tez inni autorzy. Berge i wsp.
[76] wykazali przeciwzapalne dzialanie SQDG wyizolowanego z czerwonych alg gatunku
Porphyridium cruentum, Manez i wsp. [77] z kolei w badaniach in vivo dowiedli aktywnoS$ci
przeciwzapalnej inugalaktolipidu (rodzaj DGDG) wyizolowanego z gatunku /nula viscosa. W USA
ochronie patentowej podlegaja formulacje opracowane z pewnych gatunkow zielonych alg, jak np.
Chlorella minutissima, Chaetoceros gratillis, Cycolotella cryptica czy Isochrysis galbana,
zawierajace w swoim skladzie od 35 do 100% monogalaktozylodieikozapentaenoiloglicerolu, o
dzialaniu przeciwzapalnym oraz fotoochronnym. Skuteczno$¢ ich dzialania potwierdzona zostala w
badaniach na zwierzetach [78]. Najnowsze badania przeprowadzone przez Ulivi i wsp. [79]
wykazaly, ze przeciwzapalne dzialanie MGDG moze by¢ rowniez mediowane poprzez indukcje
ekspresji COX-2, ktorej produkt, 15-deoksy-A 12,14 prostaglandyna I, silnie hamuje dzialanie
takich czynnikow prozapalnych jak IL-6 i IL-8.

5.2.3. Inne profile aktywnosci galaktozylodiacylogliceroli.

Badania wykazaly, ze galaktozylodiacyloglicerole posiadaja réwniez inne profile dzialania,
wsrod ktorych wymieni¢ nalezy glownie aktywno$¢ przeciwbakteryjng i hemolityczng, a takze
zdolno$¢ do hamowania takich enzymoéw jak telomeraza czy syntaza lanosterolowa.

Monogalaktozylodiacyloglicerol wyizolowany z gatunku Carpobrotus edulis wykazal
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wzgledem takich bakteryjnych patogenow czlowieka jak szczepy S.
aureus HPV 107 oraz MRSA COLoxa (oporny na oksacyling). Wartosci MIC w obu przypadkach
wynosity 50 mg/l [79]. Parrish i wsp. [81] donosza o hemolitycznej aktywnosci MGDG i DGDG

zawartych w wyciagach z trujacego gatunku alg Gymnodinium mikimotoi. Aktywno$¢ ta zwigzana
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moze by¢ z obecno$ciag w czasteczkach tych zwiazkow kwasu thuszczowego 18:5w3. Badania
przeprowadzone przez Sakano i wsp. [82] wykazaly, ze mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerole
wyizolowane z etanolowych wyciagow z gatunkéw Colocasia esculenta (taro) maja zdolno$¢ do
hamowania aktywnosci ludzkiej syntazy lanosterolowej. Badania przeprowadzone zostaly in vitro,
dla dawki 300 pg/ml. Najwyzsza aktywno$¢ (67%) wykazal DGDG zawierajacy w swojej
czasteczce dwa acyle kwasu linolowego oraz MGDG, zawierajacy w swej czasteczce dwa acyle
kwasu linolenowego. Inhibicja syntazy lanosterolowej, ktora bierze udzial w syntezie cholesterolu
w organizmie czlowieka, moze by¢ jednym ze sposobow prowadzacych do zmniejszenia iloSci
cholesterolu we krwi. Na uwage zastuguja réwniez badania przeprowadzone przez Eitsuke i wsp.
[83], ktorzy wykazali, iz SQDG wyizolowany z gatunku Porphyra yezoensis, ma zdolno$¢
hamowania aktywnosci ludzkiej telomerazy — enzymu rybonukleoproteinowego odpowiedzialnego
za dobudowanie brakujacego konca 3'-5' nici DNA (tzw. problem replikacji konca). W celu
okreslenia wplywu SQDG na aktywno$¢ telomerazy wykorzystano technike PCR, a obliczona
warto$¢ 1Csp wynosita 22 yM. MGDG oraz DGDG nie wykazaly aktywnos$ci wzgledem tego
enzymu. Zwiazki, zdolne do hamowania dzialania telomerazy, moga okaza¢ si¢ skutecznymi

srodkami przeciwnowotworowymi.

5.3. Badania ilosciowe galaktozylodiacylogliceroli.

IloSciowe oznaczenia mono- oraz digalaktozylodiacylogliceroli, jak réwniez niektorych
innych lipidéw w materiale roslinnym zwykle wykonywane s3a z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC. Oznaczenia mozna wykona¢ stosujac gradient stezen lub elucje
izokratyczng. Wang i wsp. [84] dokonali iloSciowego oznaczenia zawartosci MGDG izokratycznie
wykorzystujac metode HPLC z faza ruchoma metanol:woda:aceton, 98:2:1 (kolumna YMC Pack
Pro C18, 75x4,6 mm). Sugawara i wsp. [85] dokonali pelnego rozdzialu oraz iloSciowego
oznaczenia galaktozylodiacylogliceroli w materiale ro§linnym uzyskanym z 48 ro$lin jadalnych za
pomoca chromatografu HPLC wyposazonego w detektor ELSD. W badaniu wykorzystano kolumne
LiChrospher Si 60 (5 pm, 125x4 mm, id. Merck). Faze ruchoma stanowit chloroform
(rozpuszczalnik A) oraz uklad metanol:woda w stosunku 95:5 v/v (rozpuszczalnik B). Przeplyw
wynosit 1 ml/min. Elucja przeprowadzana byla gradientowo. 110$¢ rozpuszczalnika A malata od 99
do 10% w ciggu 25 minut, a nastepnie osiggala 99% w 30. minucie, podczas gdy ilos¢
rozpuszczalnika B rosta od 1 do 99% w ciggu 25 minut, a nastepnie osiggata 1% w 30. minucie.
Niewatpliwa zaleta opisywanej metody jest fakt, iz analizie HPLC podda¢ mozna gotowy wyciag

sporzadzony metoda Folscha, bez konieczno$ci dodatkowego frakcjonowania. Yunoki i wsp. [86]
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rozszerzyli mozliwo$¢ wykorzystania metody takze do oznaczenia SQDG — zwiazku, ktorego
czasteczka w przeciwienstwie do neutralnych MGDG i DGDG, posiada tadunek ujemny. W
metodzie wykorzystano chromatograf HPLC wyposazony w detektor ELSD, kolumne LiChrospher
100 Diol (5 um, 250x4 mm i.d. Merck) wraz z prekolumng LiChroCART 4-4. Faze ruchomg
stanowil chloroform (rozpuszczalnik A) oraz uklad metanol:aceton:woda:kwas octowy 30:60:9:1 v/
v/v/v (rozpuszczalnik B). Elucja przeprowadzana byla gradientowo. Ilo$¢ rozpuszczalnika A malata
od 100 do 0% w ciggu 17 minut, a nastepnie osiggala 100% w 20. minucie, podczas gdy ilos¢
rozpuszczalnika B wzrastala od 0 do 100% w ciggu 17 minut, a nastepnie osiggata 0% w 20.
minucie. Przeplyw wynosil 0,9 ml/min. Zaleta metody zaproponowanej przez Yunoki i wsp. jest
mozliwo$¢ oznaczenia zawartosci SQDG technika HPLC z wykorzystaniem podwdjnego gradientu.
Zawarto$¢ MGDG, DGDG oraz SQDG w surowcu ros$linnym mozna oznaczy¢ takze wykorzystujac
metode densytometryczng opisywang przez Kuriyame i wsp. [68]. Zwiazki te ulegaja dobremu
rozdzialowi na ptytce TLC i mozna je fatwo uwidoczni¢ za pomocg roztworu kwasu siarkowego.

Powstale plamy barwne poddaje si¢ analizie densytometrycznej.
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6. Cel i zalozenia pracy.

Przymiotno kanadyjskie (Erigeron canadensis L. Cronq) jest popularng rosling lecznicza
wykorzystywang w medycynie tradycyjnej m.in. jako srodek przeciwkrwotoczny i przeciwzapalny.
Niektore zrodla donosza takze o jego pozytywnym wplywie na poziom plytek krwi. Nie istnieja
jednak praktycznie zadne badania, ktore potwierdzalyby przeciwkrwotoczne dzialanie surowca, a
skuteczno$¢ jego stosowania opiera si¢ wylacznie na wskazaniach tradycyjnych. Nie rozwigzany
pozostaje takze problem jaki surowiec dziala¢ moze korzystniej: $wiezy czy suszony. Tylko jedno
doniesienie literaturowe opisuje przeciwzapalne dzialanie wyciagdw z suszonego ziela przymiotna,
nie ma jednak Zzadnych wzmianek na temat dzialania surowca $wiezego. Badania nad zielem
przymiotna kanadyjskiego prowadzone byly w Katedrze Farmakognozji Wydzialu
Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie z przerwami od 1997 r. Wykazaly one roznice w skladzie
chemicznym pomiedzy wyciagiem z surowca $wiezego stabilizowanego oraz suszonego. Wyniki
tych badan zaowocowaty nie tylko duzym zainteresowaniem ro$ling, ale takze pomystem na ich
kontynuowanie oraz rozszerzenie.

Podstawowymi zamierzeniami niniejszej pracy bylo fitochemiczne poréwnanie wyciggow z
surowca $wiezego stabilizowanego i suszonego oraz weryfikacja tradycyjnych wskazan do

stosowania surowca. Badania jakie przeprowadzono w celu realizacji tych zamierzen obejmowaty:

1. Poréwnawczg analize chromatograficzng wyciaggdéw z surowca $wiezego stabilizowanego
oraz suszonego, izolacje i identyfikacje dominujacych zwiazkow réznicujacych oba
surowce, okres$lenie zmian dynamiki kumulacji tych zwiazkéw w réznych stadiach
wegetacyjnych ro$liny.

2. OkreSlenie wplywu wyciggow na wskazniki hematologiczne krwi oraz zjawisko
emperipolezy w szpiku kostnym w badaniu przeprowadzonym in vivo.

3. Okres$lenie aktywno$ci przeciwzapalnej wyciagow oraz zwigzkéw wyizolowanych w
oparciu o test denaturacji albumin.

4. Okre$lenie aktywnosci cytotoksycznej wyciggow oraz zwigzkéw wyizolowanych wzgledem
szczurzych komorek nowotworowych prostaty linii AT-2, ludzkich komorek
nowotworowych prostaty linii DU145 i PC3 oraz prawidlowych komorek nablonka

prostaty linii PNT-2.
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7. Material i metody.

7.1. Chromatografia cienkowarstwowa, preparatywna, kolumnowa oraz S$rednioci$nieniowa

chromatografia kolumnowa (MPLC).

fazy stacjonarne:

plytki chromatograficzne, pokryte zelem krzemionkowym Kieselgel 60, 20x20 cm, Merck

plytki do chromatografii preparatywnej, pokryte zelem krzemionkowym G, grubo$¢ warstwy 500
pm, 20x20 cm, Analtech, Sigma

zel do chromatografii kolumnowej, rozmiar czastek 0,040-0,063, Merck

zel do chromatografii kolumnowej, rozmiar czastek 0,015-0,025, Merck

fazy ruchome:

chloroform:metanol:kwas octowy 1% 40:10:1

odczynnik wywolujacy:
25% metanolowy roztwor kwasu siarkowego (V1)

rozpuszczalniki i odczynniki:

chloroform cz.d.a., Chempur
metanol cz.d.a., Chempur
lodowaty kwas octowy cz., 99,5%, Chempur

kwas siarkowy cz., 95%, Chempur

7.2. Wzorce.
digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG), Grade 2, Lipid Products, UK
monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG), Grade 2, Lipid Products, UK

7.3. Analiza spektralna.
chloroform-D' deuteration degree min. 99,8% for NMR spectroscopy, Merck

7.4. Test denaturacji albumin (albumin denaturation assay).
albumina bydleca (BSA), 98%, A7906, Sigma-Aldrich
probéwki okragltodenne z polipropylenu, Equimed
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korki do probéwek z polipropylenu, Equimed

7.5. Zwierzeta.

Szczury Wistar, samce, 60 sztuk, Zwierzetarnia Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie.

7.6. Linie komorkowe.

szczurza linia komorkowa nowotworu prostaty AT-2

ludzka linia komorkowa nowotworu prostaty o umiarkowanym stopniu ztosliwosci DU145
ludzka linia komérkowa nowotworu prostaty o wysokim stopniu ztosliwosci PC3

ludzka prawidtowa linia komdrkowa nabtonka prostaty PNT-2

7.7. Pozywki do hodowli komérkowych.

dla linii komérkowych DU145 i PC3:

DMEM F12 (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s Nutrient Mixture F12), Sigma-Aldrich
dla linii komoérkowych PNT-2 i AT-2:

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium), Sigma-Aldrich

7.8. Odczynniki oraz materiaty do hodowli komoérkowych.

7.8.1. Odczynniki do hodowli komorkowych.

s0l fizjologiczna PBS z jonami wapnia i magnezu (Phosphate Buffered Saline with calcium chloride
and magnesium chloride), Sigma-Aldrich

sol fizjologiczna PBS bez jonéw wapnia i magnezu (Phosphate Buffered Saline without calcium
chloride and magnesium chloride), Sigma-Aldrich

bydleca surowica ptodowa (foetal bovine serum), Sigma-Aldrich

antybiotyki: penicilin-streptomycin-neomycin solution stabilised, Sigma-Aldrich

0,25 % roztwér trypsyny z EDTA, Sigma-Aldrich

zestaw do oznaczania cytotoksyczno$ci LDH, Clontech, Immunogen

7.8.2. Materialy do hodowli komérkowych.
naczynia hodowlane 25 i 75 cm?, Polgen
probowki jednorazowe 15 oraz 50 ml, Polgen

plytki wielodotkowe (24-dotkowe), Polgen
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7.9. Aparatura badawcza.

a) $redniocisnieniowy chromatograf cieczowy (MPLC) Biichi SEPACORE, z kontrolerem pomp
C-615, systemem pomp C-605 oraz kolektorem frakcji C-660

b) densytometr CAMAG TLC Scanner 3 z oprogramowaniem winCats 1.3.4 oraz aplikatorem
probek LINOMAT V

¢) aparat NMR OXFORD NMR 300

d) inkubator do hodowli komoérkowych LAB-LINE, z atmosferg 5% CO,

e) mikroskop odwrocony HUND WETZLAR

f) wielodetekcyjny czytnik pltytek SYNERGY HT BIOTEK z oprogramowaniem Gen5

g) analizator hematologiczny HORIBA ABX Micros 60 OT

h) chromatograf gazowy TRACE GC ULTRA Thermo Electron Corporation z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym (FID)

i) spektrometr masowy FINNIGAN MAT 95

8. Surowiec do badan.

Materiat do badan stanowilo Swieze oraz suszone ziele przymiotna kanadyjskiego (Erigeron
canadensis L. Cronq) zebrane z ekologicznego stanowiska w okolicach Ustronia k. Cieszyna.
Probki surowca przechowywane sa w herbarium Katedry Farmakognozji Wydzialu
Farmaceutycznego U] CM w Krakowie. Surowiec suszony przechowywany byl w miejscu
zacienionym i przewiewnym, w papierowych torbach. Surowiec $wiezy poddany zostal stabilizacji

wrzacym metanolem bezposrednio po zbiorze.

9. Analiza jakos$ciowa.

9.1. Ekstrakcja surowca.

a) Na wadze technicznej odwazono okolo 300 g rozdrobnionego surowca suszonego, ktory
umieszczono w kolbie okraglodennej i ekstrahowano 800 ml metanolu pod chlodnica zwrotng przez
2 godziny. Procedure powtdérzono 3 razy. Uzyskane wyciagi potaczono oraz zageszczono do sucha i
wykorzystano do przeprowadzenia wstepnej analizy jakoSciowe;.

b) Na wadze technicznej odwazono okoto 300 g rozdrobnionego surowca $wiezego, ktory
umieszczono w kolbie okraglodennej i zalano wrzacym metanolem w celu unieczynnienia

naturalnie wystepujacych enzymow (stabilizacji). Uzyskany wyciag zageszczono do sucha i
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wykorzystano do przeprowadzenia analizy jakoSciowe;.

9.2. Poréwnawcza analiza jako$ciowa wyciaggéw metoda TLC.

Warunki:
faza stacjonarna: plytki chromatograficzne Kieselgel 60
faza ruchoma: uklad chloroform:metanol:kwas octowy 1%, 40:10:1

odczynnik wywotujacy: 25% metanolowy roztwoér kwasu siarkowego (VI)

Wykonanie:

Na plytke chromatograficzng naniesiono za pomoca kapilary pasmowo odpowiednio
przygotowane wyciagi z przymiotna kanadyjskiego. Chromatogram rozwijano w fazie ruchome;j.

Po rozwinieciu chromatogram wysuszono i obserwowano w $wietle widzialnym, a nastepnie
wywolywano odczynnikiem wywotujacym. Po wywolaniu chromatogram obserwowano w $wietle

widzialnym oraz $wietle UV 254 i 365 nm.

Wyniki:
Na chromatogramie (Rycina 4) w wyciagu z surowca $wiezego stabilizowanego (B),
zaobserwowano dwie plamy nieobecne w wyciggu z surowca suszonego (A). Zwigzkom

odpowiadajagcym tym plamom nadano wstepne nazwy EC; i EC..

a) zwigzek EC; (R¢ 0,48), niewidoczny w S$wietle widzialnym, w $wietle UV
wygaszajacy fluorescencje, po wywolaniu plama barwy czerwonej w Swietle widzialnym,
w Swietle UV dajaca pomaranczowg fluorescencje,

b) zwigzek EC; (R 0,8), niewidoczny w $wietle widzialnym, w $wietle UV wygaszajacy
fluorescencje, po wywolaniu plama barwy czerwonej w $wietle widzialnym, w $wietle UV

dajaca pomaranczowg fluorescencje.
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A B
Rycina 4. Chromatogram wyciggu metanolowego z surowca suszonego (A) oraz surowca swiezego

stabilizowanego (B). Widoczne zwiazki EC, i EC..
9.3. Izolacja zwigzku EC, i EC, z zastosowaniem MPLC.

Warunki:

faza stacjonarna: zel krzemionkowy LiChroprep Si 60, 15-25 um (1.09336.1000, Merck)
standardowa kolumna MPLC 12/150 (45.850.001, Biichi)

faza ruchoma: chloroform:metanol:kwas octowy 1%, 40:10:1

przeplyw: 3,0 ml/min

objetos¢ frakcji: 4,0 ml

czas rozdziatu: 120 min
Wykonanie:

Zageszczony wyciag z surowca $wiezego stabilizowanego rozpuszczono w niewielkiej ilosci

fazy ruchomej i poddano rozdzialowi metoda MPLC.
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Wyniki:
Uzyskano wstepnie oczyszczone zwiazki EC; i EC,. Konieczne bylo dalsze oczyszczenie

wyizolowanych zwigzkow.

9.4. Oczyszczanie zwigzkow EC, i EC, z zastosowaniem cienkowarstwowej chromatografii

preparatywnej pTLC.

Warunki:
faza stacjonarna: plytki chromatograficzne Silica Gel G, 20x20 cm, grubo$¢ warstwy 500 pm
(2512990, Analtech)

faza ruchoma: chloroform:metanol:kwas octowy 1%, 40:10:1

Wykonanie:

Na plytki nalozono pasmowo wstepnie oczyszczone zwigzki EC, i EC,, a naste¢pnie
rozwijano w fazie ruchomej. Po rozwinigeciu chromatogramy wysuszono i czgsciowo wywotano w
celu identyfikacji lokalizacji badanych zwigzkow. Pasma zelu zawierajace zwiazki EC;, i EC;
zeskrobano do szklanych zlewek o pojemno$ci 25 ml i trzykrotnie eluowano metanolem. Po

odsaczeniu polaczono zebrane eluaty i odparowano do sucha.

Wyniki:
Uzyskano po 20 mg oczyszczonych zwiazkow EC; i ECo.

9.5. Identyfikacja wyizolowanych zwigzkow metodami spektralnymi.

W celu identyfikacji zwiagzkow EC; i EC, poddano je analizie spektralnej metodami 'H
NMR, "“C NMR oraz FAB MS.

9.5.1. 'Hi “C NMR.
Analize spektralng 'H i ®C NMR wykonano w Pracowni Spektroskopii Magnetycznego
Rezonansu Jadrowego Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie. Prébki do badan

rozpuszczone zostaly w deuterowanym chloroformie.

Wyniki:

Analiza wykonanych widm 'H i "“C NMR wykazala obecno$¢ sygnatow
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charakterystycznych dla zwiazkow z grupy galaktozylodiacylogliceroli. Zostalo to potwierdzone w
zestawieniu tych sygnaléw z danymi literaturowymi dotyczacymi typowych przedstawicieli tej
grupy zwiazkow: mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerolu [82]. Zestawienie sygnatow “C i 'H
NMR wyizolowanego zwigzku EC, z danymi literaturowymi przedstawia tabela 2 i 3. Widmo *C
NMR wyizolowanego zwiazku EC; przedstawia rycina 5, natomiast widmo 'H NMR rycina 6.
Zestawienie sygnaléw wyizolowanego zwigzku EC, z danymi literaturowymi przedstawia tabela 4 i
5. Widmo “C NMR wyizolowanego zwigzku EC, przedstawia rycina 7, natomiast widmo 'H NMR
rycina 8.

Tabela 2. Zestawienie sygnalow “C NMR dla wyizolowanego zwigzku EC; z danymi

literaturowymi dla digalaktozylodiacyloglicerolu (DGDG).

Atom wegla DGDG dane literaturowe [82] DGDG wyizolowany
5 [ppm] 5 [ppm]

-CH; 14,6 14,10 14,26

-CH»- 21,1 23,2 25,5 26,0 27,7 29,7 29,8 29,9 |20,52 22,67 24,85 25,59 27,1 29,20 29,59
30,2 32,4 34,6 34,8 29,67 30,17 31,5 34,25 34,85

-HCO- 71,0 69,9

-CH=CH- 127,7 128,3 128,5 128,6 128,7 128,8 127,09 127,75 127,86 128,06 128,20 128,29
130,4 130,6 130,7 132,4 128,96 130,19 131,94

-CO- 174,3 174,6 173,49 173,83

Tabela 3. Zestawienie sygnatéow 'H NMR dla wyizolowanego zwiazku EC, z danymi

literaturowymi dla digalaktozylodiacyloglicerolu (DGDG).

Atom wodoru DGDG dane literaturowe [82] DGDG wyizolowany
5 [ppm] 5 [ppm]
2x -CH; (6H) 0,98 0,96
2x -CO-CH,-CH, (4H) 1,62 1,60
2x -CO-CH,-CH, (4H) 2,33 2,25
6x -CH=CH- (12H) 5,29 - 5,39 5,29 - 541
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Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum

Pracownia Spektroskopii NMR
Apr 6 2009

Probka: EC 1
Rozpuszczalnik: cdcl13

Pulse Sequence: s2pul
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Rycina 5. Widmo C NMR wyizolowanego zwigzku EC;.
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Uniwersytet Jagiedlonski
Collegium Medicum
Pracownia Spektroskopii NMR
Apr 7 2009

Probka: EC 2
Rozpuszczalnik: cdcl13

Pulse Sequence: s2pul
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Rycina 6. Widmo '"H NMR wyizolowanego zwiazku EC;.
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Tabela 4. Zestawienie sygnatéow “C NMR wyizolowanego zwiagzku EC, z danymi literaturowymi

dla monogalaktozylodiacyloglicerolu (MGDG).

Atom wegla MGDG dane literaturowe [82] MGDG wyizolowany
5 [ppm] 5 [ppm]

-CH; 14,3 14,26

-CH,- 20,6 24,9 25,5 25,6 27,2 29,1 29,2 20,52 24,82 25,51 25,59 27,19 29,1
29,6 34,1 34,3 29,13 29,59 34,1 34,25

-CH,0O- 62,9 62,7

-HCO- 70,1 70,1

-CH=CH- 127,1 127,8 128,2 128,3 129,92 130,2 (127,09 127,75 128,2 128,29 129,96
131,9 130,19 131,94

-CO- 173,4 173,8 173,49 173,83

Tabela 5. Zestawienie sygnatéow 'H NMR wyizolowanego zwiazku EC, z danymi literaturowymi

dla monogalaktozylodiacyloglicerolu (MGDG).

Atom wodoru MGDG dane literaturowe [82] MGDG wyizolowany
5 [ppm] 5 [ppm]
2x -CH; (6H) 0,98 0,96
2x -CO-CH,-CH, (4H) 1,60 1,61
2x -CO-CH,-CH, (4H) 2,31 2,33
6x -CH=CH- (12H) 5,30 — 5,40 5,29 - 5,41
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Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum

Pracownia Spektroskopii NMR
Apr 7 2009

Probka: EC 2
Rozpuszczalnik: cdcl3

Pulse Sequence: s2pul
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Rycina 7. Widmo C NMR wyizolowanego zwigzku EC,.
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Uniwersytet Jagiedlonski
Collegium Medicum
Pracownia Spektroskopii NMR
Apr 7 2009
Probka: EC 2
Rozpuszczalnik: cdcl13

Pulse Sequence: s2pul
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Rycina 8. Widmo "H NMR wyizolowanego zwigzku EC,.



9.5.2. FAB MS

Analize spektralng FAB MS wykonano w Pracowni Spektroskopii Masowej
Srodowiskowego Laboratorium Analizy Zwigzkéw Organicznych i Polimeréw w Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi. Analizie poddano wyizolowane zwigzki EC; i
EC..

Wyniki:

Ustalono masy wyizolowanych zwigzkéw EC; i EC,. Masy zwiazkéw badanych byly
zgodne z danymi literaturowymi dla mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerolu [82], a takze z
przeprowadzonymi wczes$niej obliczeniami teoretycznymi. Zestawienie mas obliczonych oraz
uzyskanych do$wiadczalnie zwigzkow badanych wraz z wzorami sumarycznymi przedstawiono w

tabeli 6. Widma FAB MS zwiazkow EC; oraz EC, przedstawia rycina 9 i rycina 10.

Tabela 6. Zestawienie mas uzyskanych do$wiadczalnie oraz obliczonych teoretycznie i wzoréw

sumarycznych badanych zwigzkéw EC,; oraz EC..

Zwiagzek Masa obliczona Masa FAB MS m/z [M*"+Na] Wz6r sumaryczny
EC, 936 959,5 Cs1HssO15
EC, 774 797,4 C45H7404

48



SPEC:
Samp :
Comm :
Mode:
Oper:
Base:
Norm:
Peak:
Data:

100

80

60

40

20

as740ujk_a 01-Jun-09 REG 00:16.8 #9
EC1 Start 11:45:58 10
LSI, Cs+ 13 kev, gly
FAB +VE +LMR BSCAN (EXP) UP LR NRM Study MS CBMiM PAN Lodz
ed Client: UJ M.Ellnain Inlet
115.0 Inten 28110 Masses: 100 > 1099
115.0 RIC 875495 #peaks: 455
1000.00 mmu
+1>10
115.0
H¢Qﬁo
647.5
663.6
2031
H@H;o
ﬁﬁpﬂh
281.2 335
_ 959.5
Ll
n
My
t ,v 7 W 960.7
U1 Bl e
_~ M h ” | mm_m.q
A Wm i k 739.5 795. 975.3
"7i? , i _ i =
| b 7 I 1, ._.______id__ 4 .____ o ?_.. _ i
200 800 1000

E+ 04
2:8%

Rycina 9. Widmo FAB MS wyizolowanego zwigzku EC;.
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SPEC: as738ujk_a 01-Jun-09 REG : 00:16.8 #9
Samp: EC2 Start : 10:00:28 10
Comm: LSI, Cs+ 13 keV, gly

Mode: FAB +VE +LMR BSCAN (EXP) UP LR NRM Study : MS CBMiM PAN Lodz
Oper: ed Client: UJ M.Ellnain Inlet

Base: 115.0 Inten : 66674 Masses: 100 > 1099

Norm: 115.0 RIC ) 672565 #peaks: 423

Peak: 1000.00 mmu
Data: +1>10

11540 _ E+ 04
s 6.67
80
60

] 132.8

e
40
4 147.0
Tl
20

- wa_.o 335.3 797.4

4 | N»W.H 355.1 647.3 798.4

4 | _ 389.2 437.3 519.3 591.4 685.5 739.2 815.5

| I | | ull : In r w { L “. : _ 1 r
! A o LA e s B ]
200 400 600 800
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Rycina 10. Widmo FAB MS wyizolowanego zwigzku ECo.



9.6. Okreslenie profilu kwasow tluszczowych wyizolowanych zwigzkéw EC; i EC, metoda

chromatografii gazowo-cieczowe;.

Warunki:

faza stacjonarna: kolumna Supelcowax 10, 0,25 pm (30 m x 0,25 mm)
faza ruchoma: gaz no$ny Hel (18 psi)

objetos¢ nastrzyku: 1 nl

wzorzec: standardowa mieszanina estrow polinienasyconych kwasow tluszczowych

Wykonanie:

Wyizolowane zwiagzki EC; i EC, poddano transestryfikacji, ktora przeprowadzono zgodnie z
metoda AOAC Official Method 991,39 [87]. Do komory iniekcyjnej chromatografu wstrzyknieto 1
pl badanej probki.

Wyniki:

Procentowy udzial poszczegoélnych kwasow tluszczowych w zwigzkach wyizolowanych

przedstawiono w tabeli 7 i 8.
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EC..

Kwas thuszczowy

% zawarto$ci w zwigzku EC,

a-linolenowy C-18:3 n-3

56,499

linolowy C-18:2 n-6 15,606

palmitynowy C-16:0 12,645
heptadekanowy C-17:0 3,702
oleinowy C-18:1 n-9 3,417
oktadekanowy C-18:0 2,133

inne kwasy tluszczowe w ilo$ci ponizej 1%

Kwas thuszczowy

% zawarto$ci w zwigzku EC,

a-linolenowy C-18:3 n-3

89,42
linolowy C-18:2 n-6 3,711
palmitynowy C-16:0 2,399

inne kwasy thuszczowe w ilo$ci ponizej 1%

Tabela 7. Procentowy udzial poszczegdlnych kwasow tluszczowych w wyizolowanym zwigzku
EC,.

Tabela 8. Procentowy udzial poszczeg6lnych kwasow tluszczowych w wyizolowanym zwigzku
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9.7. Potwierdzenie tozsamos$ci wyizolowanych zwigzkéw metodami chromatograficznymi (TLC,

HPLC) poprzez poréwnanie z wzorcami.

9.7.1. Poro6wnawcza analiza TLC wyciaggdéw metanolowych oraz wyizolowanych z nich zwigzkéw z

komercyjnie dostepnymi wzorcami galaktozylodiacylogliceroli.

W celu potwierdzenia tozsamosci wyizolowanych zwigzkow przeprowadzono ich

poréwnawczg analize TLC wraz z wzorcami mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerolu.

Warunki:

faza stacjonarna: plytki chromatograficzne Kieselgel 60

faza ruchoma: uklad chloroform:metanol:kwas octowy 1%, 40:10:1

wzorce: digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG), monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG)

odczynnik wywolujacy: 25% metanolowy roztwoér kwasu siarkowego (VI)

Wykonanie:

Na plytke chromatograficzng naniesiono za pomoca kapilary pasmowo odpowiednio
przygotowane wyciagi z przymiotna kanadyjskiego oraz chloroformowo-metanolowe (2:1)
roztwory substancji wzorcowych. Chromatogram rozwijano w fazie ruchome;.

Po rozwinieciu chromatogram wysuszono i obserwowano w $wietle widzialnym, a nastepnie
wywolywano odczynnikiem wywolujacym. Po wywolaniu chromatogram obserwowano w $wietle

widzialnym oraz $wietle UV 254 i 365 nm.

Wyniki:
Na chromatogramie (Rycina 11) w wyciagu z surowca $wiezego stabilizowanego (B),
zaobserwowano dwie plamy odpowiadajace kolorem i warto$cia R¢ plamom substancji

wzorcowych.

a) zwigzek EC,; oraz digalaktozylodiacyloglicerol (R¢ 0,48), niewidoczne w $wietle
widzialnym, w $wietle UV wygaszajace fluorescencje, po wywolaniu plamy barwy
czerwonej w Swietle widzialnym, w $wietle UV dajace pomaranczowg fluorescencje,

b) zwigzek EC, oraz monogalaktozylodiacyloglicerol (R¢ 0,8), niewidoczne w $wietle
widzialnym, w S$wietle UV wygaszajace fluorescencje, po wywolaniu plamy barwy

czerwonej w $wietle widzialnym, w $§wietle UV dajace pomaranczowa fluorescencje,
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Rycina 11. Chromatogram TLC wyciaggu metanolowego z surowca suszonego (A) oraz surowca

Swiezego stabilizowanego (B) wraz ze wzorcami digalaktozylodiacyloglicerolu (C) oraz

monogalaktozylodiacyloglicerolu (D).
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9.7.2. Poré6wnawcza analiza HPLC wyizolowanych zwiazkow z komercyjnie dostgpnymi wzorcami

galaktozylodiacylogliceroli.

Warunki:

faza stacjonarna: kolumna Hypersil GOLD C-18 (5 pm, 250 x 4,6 mm; Thermo EC), prekolumna
Hypersil GOLD C-18 (5 pm, 10 x 4,6 mm, Thermo EC)

temperatura kolumny: 20°C

objetos¢ nastrzyku: 20 nl

dlugos$¢ fali: 225 nm

faza ruchoma: solwent A: woda, solwent B: acetonitryl, 40:60

predkos¢ przeptywu: 1 ml/min

czas analizy: 20 min

wzorzec: monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG), digalaktozylodiacyloglicerol (DGDG)

Wykonanie:

Wyizolowane zwigzki oraz wzorce rozpuszczone w mieszaninie chloroformu i metanolu
(2:1) pobrano strzykawka w ilosci 0,5 ml i przesaczono przez saczki membranowe Titan 2 HPLC
filter — Nylon Membrane o $rednicy poréw 0,45 pm bezposrednio do wialsow. Uzyskane probki

analizowano w warunkach opisanych powyze;j.

Wyniki:
Na chromatogramach zaobserwowano pik o czasie retencji odpowiadajacym czasom retencji

substancji wzorcowych.

b) digalaktozylodiacyloglicerolu (R; 5,850)
a) monogalaktozylodiacyloglicerolu (R; 5,883)

Chromatogram wyizolowanego zwigzku EC; wraz z wzorcem przedstawia rycina 12, a

wyizolowanego zwiazku EC, wraz z wzorcem rycina 13.
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Rycina 12. Chromatogram HPLC wyizolowanego zwigzku EC; (kolor czarny) wraz z wzorcem

digalaktozylodiacyloglicerolu (kolor niebieski).
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Rycina 13. Chromatogram HPLC wyizolowanego zwigzku EC, (kolor czarny) wraz z wzorcem

monogalaktozylodiacyloglicerolu (kolor niebieski).
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9.7.3. Porownanie widm "H NMR, >C NMR oraz FAB MS wyizolowanych zwigzkow EC; i EC, ze

wzorcami mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerolu.

Wykonanie:
Wykonano widma 'H NMR, “C NMR oraz FAB MS zakupionych wzorcow mono- oraz
digalaktozylodiacyloglicerolu, a nastepnie poréwnano je z uprzednio wykonanymi widmami

wyizolowanych zwiazkow EC, i EC..

Wyniki:

Zestawienie sygnatow °C NMR zwiazku EC, z digalaktozylodiacyloglicerolem przedstawia
tabela 9. Zestawienie sygnatéw “C NMR zwigzku EC, z monogalaktozylodiacyloglicerolem
przedstawia  tabela  10.  Zestawienie  sygnalow 'H NMR  zwigzku EC, z
digalaktozylodiacyloglicerolem przedstawia tabela 11. Zestawienie sygnatow '"H NMR zwigzku EC,
z monogalaktozylodiacyloglicerolem przedstawia tabela 12. Zestawienie sygnaléw FAB MS

substancji wzorcowych z wyizolowanymi zwigzkami przedstawia tabela 13.

Tabela 9. Zestawienie sygnatéow C NMR zwiazku EC; z digalaktozylodiacyloglicerolem.

Atom wegla EC, DGDG wzorcowy (Lipid
S [ppm] Products, UK) & [ppm]

-CH; 14,10 14,26 14,14 14,30

-CH»- 20,52 22,67 24,85 25,59 27,1|20,54 22,7 25,51 25,6 27,23
29,20 29,59 29,67 30,17 31,5|29,67 29,76 31,5 31,9 34,12
34,25 34,85 34,28

-HCO- 69,9 69,9

-CH=CH- 127,09 127,75 127,86 128,06|127,09 127,75 127,99
128,20 128,29 128,96 130,19(128,09 128,19 128,3 129,85
131,94 130,16 131,92

-CO- 173,49 173,83 173,44 173,85
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Tabela 10. Zestawienie sygnatéw C NMR zwigzku EC, z monogalaktozylodiacyloglicerolem.

Atom wegla EC, MGDG wzorcowy (Lipid
o [ppm] Products, UK) & [ppm]

-CH; 14,26 14,26

-CH,- 20,52 24,82 2551 25,59 27,19|20,53 24,82 2551 25,6
29,1 29,13 29,59 34,1 34,25 27,19 29,12 29,18 29,59

34,1 34,26

-CH,0O- 62,7 62,7

-HCO- 70,1 70,1

-CH=CH- 127,09 127,75 1282 128,29(127,09 127,75 128,2 128,29
129,96 130,19 131,94 129,86 130,19 131,94

-CO- 173,49 173,83 173,46 173,76

Tabela 11. Zestawienie sygnatow 'H NMR zwigzku EC; z digalaktozylodiacyloglicerolem.

Atom wodoru EC, DGDG wzorcowy (Lipid
o [ppm] Products, UK) & [ppm]
2x -CH; (6H) 0,96 0,97
2x -CO-CH,-CH»(4H) |1,60 1,60
2x -CO-CH>-CH,(4H) |2,25 2,25
6x -CH=CH- (12H) 5,29 - 5,41 5,29 - 5,41

Tabela 12. Zestawienie sygnatow "H NMR zwigzku EC, z monogalaktozylodiacyloglicerolem.

Atom wodoru EC, MGDG wzorcowy (Lipid
S [ppm] Products, UK) & [ppm]
2x -CH;(6H) 0,96 0,97
2x -CO-CH,-CH,(4H) |1,61 1,60
2x -CO-CH,-CH,(4H) (2,33 2,31
6x -CH=CH- (12H) 5,29 - 5,41 5,29 —5,42
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Tabela 13. Zestawienie sygnalow FAB

digalaktozylodiacyloglicerolem.

MS zwigzku EC,

i

EC,

V4

mono-

Zwigzek Masa FAB MS m/z [M"+Na]
EC, 959,5
DGDG 959,3
EC, 797,4
MGDG 797,5

oraz
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10. Analiza iloSciowa z wykorzystaniem metody densytometryczne;j.

Analize ilosciowa wykonano w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu
Farmaceutycznego U] CM w Krakowie, w Zakladzie Chemii Analitycznej. Celem wykonanej
analizy bylo przesledzenie zmian dynamiki kumulacji badanych zwiagzkéw EC, i EC, w zaleznosci
od stadium wegetacji w jakim znajduje sie¢ roslina. W tym celu zostala opracowana, a nastepnie

zwalidowana metoda densytometryczna, za pomocg ktorej dokonano oznaczenia.

10.1. Materiat roslinny.

Ziele przymiotna kanadyjskiego pozyskiwano co dwa tygodnie, zawsze z tego samego
stanowiska w Ogrodzie Ro$lin Leczniczych Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie.

Wyciagi uzyskiwano poprzez stabilizacje 10 g $wiezego surowca 200 ml wrzacego metanolu.

10.2. Roztwory wzorcowe.

Przygotowano metanolowe roztwory substancji wzorcowych (MGDG oraz DGDG) o

stezeniach 25-275 pg/ml.

10.3. Chromatografia cienkowarstwowa TLC.

Chromatografie TLC przeprowadzono tak jak opisano w punkcie 9.2. Roztwory substancji
wzorcowych oraz probki wyciggdéw (100 pg/ml, 20 pl) nakladano na plytki w formie pasm dlugosci
8 mm za pomoca aplikatora Linomat V. Chromatogramy rozwijano na dlugo$¢ 95 mm w fazie
ruchomej, a po wysuszeniu w temperaturze pokojowej wywolywano spryskujac odczynnikiem
wywolujacym i podgrzewajac do 105°C. Plamy skanowano densytometrem Camag przy
empirycznie dobranej dlugosci fali 477 nm otrzymujac densytogramy substancji wzorcowych oraz
wyciaggow (Rycina 14). Zmierzono pola powierzchni otrzymanych pikéw w celu wykonania analizy

ilociowe;.
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Rycina 14. Densytogram substancji wzorcowych MGDG i DGDG (A, 100 pg/ml) oraz wyciaggoéw

(B, 100 pg/ml).
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10.4. Walidacja metody.

Opracowana metoda zostala zwalidowana poprzez okre$lenie takich parametrow jak:

liniowos¢, specyficzno$¢, precyzja, odzysk, granica wykrywalno$ci oraz granica oznaczalnoSci.

Wartos$ci poszczego6lnych parametréw walidacyjnych przedstawiono w tabeli 14 i 15.

Tabela 14. Wyniki walidacji metody densytometrycznej dla MGDG i DGDG.

MGDG DGDG
R¢ 0,80+0,03 0,48+0,03
LOD (ng na plame) 0,5 0,2
LOQ (pg na plame) 1,5 0,5
Zakres liniowo$ci (ng na plame) 1,5-5,5 0,5-5,5
Réwnania regresji P=am+b P=1685m+508 P=1694m+180,7
Odchylenie standardowe S.=60,8 S.=20,2
wspotczynnikow regresji Sy=209,8 Sy=09,6
Odchylenie standardowe odpowiedzi Sy=254,2 S,=84,3
Wspotczynnik korelacji » 0,9974 0,9997

Test reszt

brak tendencji

brak tendencji

Odzysk [%] (n=9)

Xn=93,5
RSD=3,74%

Xm=95,7
RSD=4,48%

P-pole powierzchni piku, m-masa (pg na plame), a i b-wspotczynniki regresji, S., Sy-odchylenie standardowe wspoétczynnika a lub b, S,-odchylenie
standardowe odpowiedzi, RSD-relatywne odchylenie standardowe, X,-$rednia arytmetyczna

Tabela 15. Powtarzalno$¢ oraz precyzja srednioterminowa.

Stezenie (ng na plame) Powtarzalno$é¢ Precyzja Srednioterminowa
MGDG DGDG MGDG DGDG
1,5 Xn=4662,0 Xn=3369,2 Xm=4967,3 Xm=4491,6
RSD=1,97% RSD=1,73% RSD=2,11% RSD=1,81%
3,0 Xw=7440,2 Xn=0868,7 Xm=7263,4 Xn=6540,3
RSD=1,67% RSD=1,96% RSD=2,07% RSD=2,20%
4,5 Xm=8453 Xn=7876,5 Xn=8582,8 Xn=8098,8
RSD=2,58% RSD=2,36% RSD=2,65% RSD=2,70%

Xn-$rednia arytmetyczna, RSD-relatywne odchylenie standardowe

63



10.5. Wyniki.

Uzyskane wyniki przedstawione sa w tabeli 16 oraz na rycinach 151 16.

Tabela 16. Zawarto$¢ DGDG oraz MGDG w poszczegdlnych stadiach wegetacyjnych rosliny.

Data zbioru Zawartos¢ DGDG Zawartos¢ MGDG
(g/100 g surowca (g/100 g surowca
roslinnego) roslinnego)
08.05.2009 Xin=0,3267+0,0052 Xm=0,1509+0,0022
RSD=1,60% RSD=1,49%
p=X+0,0055 p=X,:+0,0024
22.05.2009 Xin=0,3306+0,0067 Xin=0,1630+0,003
RSD=2,03% RSD=1,85%
p=X%0,0070 p=X;,+0,0032
04.06.2009 Xn=0,3350+0,0031 Xm=0,1489+0,0027
RSD=0,94% RSD=1,81%
p=X»%0,0033 p=Xn*0,0028
19.06.2009 Xn=0,3978+0,0028 Xn=0,1591+0,0019
RSD=0,72% RSD=1,19%
1=X»%0,0030 p=Xn*0,0020
02.07.2009 Xn=0,3960+0,0078 Xn=0,1701+0,0009
RSD=1,96% RSD=0.53%
p=X+0,0082 p=X%0,0009
17.07.2009 Xn=0,3355+0,0019 Xn=0,1507+0,0018
RSD=0,56% RSD=1,19%
p=X»%0,0019 p=Xn*0,0020
30.07.2009 Xn=0,3103+0,0054 Xn=0,1298+0,0030
RSD=1,74% RSD=2,34%
p=Xn£0,0057 p=X+0,0032
15.08.2009 Xn=0.3703+0,0039 Xn=0,1552+0,0030
RSD=1.04% RSD=1,92%
p=X£0.0041 p=X%+0,0031
31.08.2009 Xin=0,2683+0,0079 Xn=0,1037+0,0033
RSD=2,94% RSD=3,22%
1=Xn+0,0082 p=X,+0,0035

Xm-$rednia arytmetyczna, RSD-relatywne odchylenie standardowe, p-95% przedziat ufnosci
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Rycina 16. Zawarto$¢ MGDG w zielu przymiotna kanadyjskiego w zaleznosci od okresu wegetacji.
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11. Ocena wplywu wyciagéw z suszonego i Swiezego stabilizowanego ziela przymiotna
kanadyjskiego na wybrane wskazniki hematologiczne krwi, sklad odsetkowy bialych krwinek

oraz na zjawisko emperipolezy w szpiku kostnym u szczuréw.

Badanie zmian wskaznikow hematologicznych krwi oraz ocen¢ mikroskopowa zjawiska
emperipolezy w szpiku kostnym przeprowadzono w Pracowni Patologii Narzadu Ruchu Katedry
Rehabilitacji Klinicznej Akademii Wychowania Fizycznego im. Bronistawa Czecha w Krakowie.
Badanie skladu odsetkowego krwinek bialych przeprowadzono w Zakladzie Biochemii

Toksykologicznej Katedry Toksykologii Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie.

11.1. Ocena zmian wskaznikow hematologicznych krwi.

Wykonanie:

W doswiadczeniu uzyte zostaly 3-4 miesieczne szczury Wistar, samce, ktore podzielono na
5 grup liczacych po 6 zwierzat kazda. Grupa kontrolna otrzymywala olej kukurydziany w ilo$ci 2
ml/kg masy ciala, podczas gdy grupy badane wyciag $wiezy oraz suchy z ziela przymiotna
kanadyjskiego, zawieszony w oleju kukurydzianym w dawkach 100 i 200 mg/kg masy ciala.
Szczegolowe zestawienie grup oraz substancji podawanych przedstawia tabela 17. Wszystkie wyzej
wymienione substancje podawano zwierzetom per os do zoladka, raz dziennie przez 28 dni. Przed
pierwszym podaniem badanych substancji oraz w dniu 7, 14, 21 i 28 od zwierzat pobierano krew z
ogona do badan morfologicznych. Pobrang krew analizowano za pomoca weterynaryjnego
analizatora hematologicznego HORIBA Micros 60 OT. Oznaczane byly nastepujace wskazniki:
RBC (liczba krwinek czerwonych), HCT (hematokryt), MCV ($rednia objetos$¢ krwinki czerwone;j),
HGB (stezenie hemoglobiny), MCH ($rednia zawarto$¢ hemoglobiny w krwince czerwonej),
MCHC ($rednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej), WBC (liczba krwinek biatych), PLT
(liczba plytek krwi). Dodatkowo wykonywano rozmazy krwi majace na celu uwidocznienie
ewentualnych zmian w populacji krwinek biatych. W ostatnim dniu eksperymentu, bezpos$rednio po
uSmierceniu zwierzat, z glowy kosci udowej zostal pobrany do analizy szpik kostny. Zaréwno
rozmazy szpiku kostnego, jak i krwi wybarwione zostaly odczynnikami May-Griinwalda i Giemsy.
Rozmazy krwi i szpiku obserwowano pod mikroskopem w stukrotnym powigkszeniu. Zar6wno
przed rozpoczeciem podawania badanych substancji oraz w dniu 7, 14, 21 i 28 zwierzeta byly

wazone w celu oznaczenia ewentualnych zmian masy ciala.
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Tabela 17. Zestawienie grup do$wiadczalnych, substancji i ich dawek oraz liczby szczurow w

grupie.
Numer grupy Podawane substancje Dawka Mos$¢ szczurow
kontrolna Olej kukurydziany 2 ml/kg m.c. 6
I Wyciag z surowca suszonego 100 mg/kg m.c. 6
w oleju kukurydzianym
11 Wyciag z surowca suszonego 200 mg/kg m.c. 6
w oleju kukurydzianym
I Wyciag z surowca swiezego 100 mg/kg m.c. 6
stabilizowanego w oleju
kukurydzianym
v Wyciag z surowca Swiezego 200 mg/kg m.c. 6
stabilizowanego w oleju
kukurydzianym
Wyniki:

Wyniki opracowano statystycznie w programie R [88]. W tym tez programie wykonane

zostaly wszystkie obliczenia i wykresy.

Charakterystyka grup badanych.

Dokonano poréwnania warto$ci startowych w pieciu grupach. Wszystkie badane wskaZzniki
(RBC, HCT, MCV, HGB, MCH, MCHC, WBC, PLT) w kazdej z badanych grup posiadaly rozktad
normalny, co wykazano przeprowadzajac test Shapiro-Wilka. Grupy zostaly poréwnane za pomoca
metody ANOVA (analiza wariancji), ktora miala wykaza¢ czy grupy roznia si¢ istotnie danym
wskaznikiem. W przypadku obecno$ci roznic, za pomoca testu HSD Tukey'a sprawdzono, ktore

grupy réznily sie od ktérych. Otrzymane wyniki przedstawia tabela 18.

Analiza zmian w czasie.

Dokonano poréwnania, jak poszczegélne wskazniki zmienialy si¢ w czasie biorac pod
uwage warto$¢ startowa oraz warto$¢ po 4 tygodniach podawania wyciagow w kazdej z grup z
osobna. W kazdej z grup sprawdzono, postugujac si¢ testem Shapiro-Wilka, czy zmiany danego
wskaznika maja rozklad normalny. Tam gdzie rozklad byl normalny, do sprawdzenia istotnosci
zmian uzyto testu t-Studenta dla par wigzanych, a tam gdzie normalnosci nie byto, testu Wilcoxona

dla par wigzanych. Wyniki przedstawiono w tabeli 19.
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Poréwnanie grup badanych.

Poréwnano wszystkie badane wskazniki u pigciu grup szczuréw przed rozpoczeciem
podawania oraz w kazdym kolejnym tygodniu eksperymentu. Wskazniki te w kazdej z badanych
grup mialy zawsze rozklad normalny, co sprawdzone zostalo testem Shapiro-Wilka. Do poréwnania
kazdej z grup uzyto analizy wariancji ANOVA. W przypadku, gdy warto$¢ p z analizy ANOVA byla
mniejsza od 0,05, aby odpowiedzie¢ na pytanie ktore z grup roznily si¢ od ktoérych wykonano test
HSD Tukey'a. Wyniki dla poszczegbdlnych wskaznikow przedstawione zostaly w tabelach 20-27

oraz na rycinach 17-24.
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Tabela 18. Charakterystyka grup badanych — zmiany wskaznikow hematologicznych krwi.

Wskaznik Grupa Srednia SD ANOVA
RBC [10%mm’] kontrolna 7.8 0,4
I 7.4 0,4
I 7,5 0,6 F=0,742 p=0,573
11 7,3 0,5
v 7.5 0.6
HCT [%] kontrolna 48,5 2,8
I 455 1,8
I 474 2,8 F=1,138 p=0,362
111 46,1 29
v 47,8 3,5
MCV [pm?] kontrolna 61,7 1,8
I 61,7 1,8
I 63,2 1,9 F=1,792 p=0,162
I 63,5 1
v 63,7 1,5
HGB [g/d]] kontrolna 13,9 0,9
I 11,9 0,5
II 12,7 0,8 F=5,345 p=0,003*
11 12,2 0,8
v 12,8 0,9
* Test HSD: HGB w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I i I1I
MCH [pg] kontrolna 18 0,7
I 16,2 0,7
I 16,9 0,4 F=7,131 p=0,001*
111 16,9 0,4
v 17 0,6
* Test HSD: MCH w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach LILIII
MCHC [g/dI] kontrolna 28,7 0,8
I 26,3 0,4
I 26,8 0,3 F=29,346 p<0,001*
I 26,6 0,2
v 26,7 0,3

* Test HSD: MCHC w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach LILIILIV
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Wskaznik Grupa Srednia SD ANOVA
WBC [10*/mm?] kontrolna 12,7 2,6
I 6,4 1,7
1 9 28 F=9,555 p<0,001*
T 7.4 1
v 10,6 1,3

* Test HSD: WBC

w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach LILIII; WBC w grupie IV wyzsze niz w grupie I

PLT [10*/mm’] kontrolna 1103 186,9
I 992 101,4
1 9343 1134
I 897,3 244
v 943 140,2

F=1,386 p=0,267
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Tabela 19. Analiza zmian poszczegolnych wskaznikow w czasie (warto$¢ startowa vs warto$¢ po 4

tygodniach) — zmiany wskaznikow hematologicznych krwi.

Wskaznik Grupa Srednia SD zmian | Mediana Zakres zmian Istotno$¢ zmian
Zmiana Zmian (od-do)
RBC [10%mm’] | kontrolna 0,82 0,47 0,86 0,21 1,35 t=4,257 p=0,008*
I 0,98 0,26 0,92 0,62 1,28 t=-9,41 p<0,001*
I 0,85 0,48 0,8 0,39 1,47 t=-4,316 p=0,008*
I 1,51 0,52 1,31 1,03 2,35 =-7,047 p=0,001*
v 0,9 0,54 0,86 0,22 1,75 t=-4,128 p=0,009*
HCT [%] kontrolna 1,5 3,1 2,7 -2,9 5,1 t=-1,185 p=0,289*
I 2,37 1,61 2,35 -0,1 4,5 t=-3,596 p=0,016*
II 0,58 2,75 0,75 -2,4 4 t=-0,519 p=0,626*
I 5,32 3,26 4,35 24 10,8 t=-3,994 p=0,01*
v 1,35 2,84 1,4 -3,1 5,5 t=-1,165 p=0,296*
MCV [pm?] kontrolna -5 2,53 -4 -9 -3 t=4,841 p=0,005*
I -4,17 0,75 -4 -5 -3 t=13,558 p<0,001*
II -5,83 0,98 -6 -7 -4 V=21 p=0,031**
1 -4,83 1,17 -5 -6 -3 t=10,127 p<0,001*
v -5,33 0,82 -5,5 -6 -4 t=16 p<0,001*
HGB [g/dl] kontrolna 0,32 0,93 0,5 -1 1,4 t=-0,838 p=0,44*
I 1,3 0,39 1,35 0,6 1,7 t=-8,168 p<0,001*
I 0,65 0,66 0,55 -0,1 1,5 t=-2,425 p=0,06*
I 1,62 0,82 1,35 0,9 2,9 t=-4,854 p=0,005*
v 0,57 0,82 0,65 -0,8 1,5 t=-1,7 p=0,15*
MCH [pg] kontrolna -1,35 0,74 -1,15 -2,7 -0,6 t=4,439 p=0,007*
I -0,38 0,46 -0,35 -1,1 0,3 t=2,031 p=0,098*
II -0,98 0,32 -0,95 -1,4 -0,6 t=7,554 p=0,001*
111 -1,05 0,34 -1,1 -1,5 -0,5 t=7,584 p=0,001*
v -1,22 0,32 -1,3 -1,6 -0,7 t=9,347 p<0,001*
MCHC [g/dl] | kontrolna -0,2 0,64 -0,1 -1,3 0,6 t=0,771 p=0,476*
I -0,27 3,88 1,5 -8,1 1,7 V=6 p=0,4**
II 0,95 0,45 0,95 0,3 1,7 =-5,165 p=0,004*
11 0,42 0,26 0,5 0,1 0,7 t=-3,867 p=0,012*
v 0,47 0,37 0,35 0,1 1,1 t=-3,07 p=0,028*
WBC [10°/mm’] | kontrolna -3,13 2,64 -3,2 -6,9 1,2 t=2,903 p=0,034*
I 0,62 1,08 0,1 -0,3 2 V=7 p=0,527%%*
II -0,92 2,53 -0,55 -5,1 1,7 t=0,889 p=0,415*
I -0,15 1,35 0 2,4 1,5 t=0,271 p=0,797*
v -2,17 2,15 -1,2 -5,1 -0,3 V=21 p=0,031%**
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Wskaznik Grupa Srednia SD zmian | Mediana Zakres zmian Istotno$¢ zmian
Zmiana Zmian (od-do)

PLT [10*mm’] |kontrolna -5 233,72 -42 -292 416 t=0,052 p=0,96*

I -162,5 228,22 -197 -498 136 t=1,744 p=0,142*

I -155,33 332,23 2 -766 78 V=12 p=0,844**

I -116,17 321,43 -133,5 -471 398 t=0,885 p=0,417*

v -102,67 134,27 -102,5 -258 105 t=1,873 p=0,12*

* Zmiany okazaly si¢ mie¢ rozklad normalny: wykonano test t-Studenta dla par wigzanych.

** Zmiany okazaly si¢ nie mie¢ rozkladu normalnego: wykonano test Wilcoxona dla par wigzanych.
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Tabela 20. RBC.

Grupa
. ORG/]I?’nCm ; Kkontrolna Grupal Grupa II Grupa III Grupa IV ANOVA
Srednia | SD |Srednia| SD |Srednia| SD |Srednia| SD |Srednia| SD
Wartosci F=0,742
startowe 7,8 0,4 7,4 0,4 7,5 0,6 7,3 0,5 7,5 0,6 p=0573
. F=0,66
Po 1 tygodniu 7,8 0,5 7,9 0,5 7,7 0,6 7,5 0,3 7,7 0,5 p=0,626
Po2 F=0,897
tygodniach 8,1 0,2 8,2 0,3 8,2 0,5 7,9 0,2 8 0,3 p=0481
Po 3 F=0,68
tygodniach 8,4 0,3 8,4 0,2 8,1 0,2 8,2 0,7 8,2 0,4 p=0,613
Po 4 F=1,333
tygodniach 8,6 0,3 8,4 0,3 8,4 0,3 8,8 0,5 8,4 0,5 p=0.285
Srednie RBC
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Rycina 17. Srednie RBC.




Tabela 21. HCT.

Grupa
Grupal Grupa II Grupa III Grupa IV
I'[IOS;][ kontrolna ANOVA
Srednia | SD | Srednia | SD |Srednia| SD | Srednia | SD | Srednia | SD
Wartosci F=1,138
startowe 48,5 2,8 45,5 1,8 474 | 2,8 46,1 2,9 47,8 3,5 p=0.362
Po 1 tygodniu | 48,2 2,8 48,6 2,2 47,6 2,6 46,6 1,7 48,1 2,6 Fi0’618
p=0,654
Po 2 F=0,526
tygodmiach 49,6 1,6 49,9 1,7 49,5 1,6 48,7 1,8 49,3 0,8 p=0718
Po3 F=0,871
tygodniach 50,4 1,4 49,4 1 479 1 49,5 44 49,1 2,2 p=0.495
Po 4 F=2,997
tygodniach 50 1,6 47,9 1 48 1,6 51,4 2,8 49,1 2,3 p=0,038 *
* Test HSD: HCT w grupie III wyzsze niz w grupie 1.
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Tabela 22. MCV.

Grupa
?ﬁi}; Kkontrolna Grupa I Grupa II Grupa III Grupa IV ANOVA
Srednia | SD |Srednia| SD | Srednia | SD | Srednia | SD | Srednia | SD
Warto$ci F=1,792
startowe 62,5 1 61,7 |18 63,2 1,9 63,5 1 63,7 1,5 p=0.162
. F=1,189
Po 1 tygodniu | 61,8 0,4 615 |23 60,5 5,2 58,3 6,1 62,8 1,9 p=0,34
Po 2 F=0,754
tygodniach 61,3 0,5 60,7 |14 60,3 1,6 61,3 1 61,5 2,1 p=0.565
Po3 F=1,581
tygodniach 57,2 45 58,8 | 1,5 59,3 1,2 60,2 0,8 60 1,8 p=021
Po 4 F=0,962
tygodniach 57,5 1,9 575 | 1,6 57,3 1,2 58,7 0,5 58,3 1,8 p=0.445
Srednie MCV
o
o
o
(]
Grupa 1
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fe .
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Tabela 23. HGB.

Grupa
Grupa I Grupa II Grupa III Grupa IV
g/%{’i kontrolna ANOVA
Srednia | SD |Srednia| SD | Srednia | SD |Srednia| SD |Srednia| SD
Wartosci F=5,345
startowe 13,9 0,9 11,9 0,5 12,7 0,8 12,2 0,8 12,8 0,9 p=0,003*
Po 1 tygodniu 14,5 0,8 13,2 0,7 13,1 0,7 12,9 0,5 13,6 0,6 F=4,82
yg b b bl bl b b bl b b b p:0’005**
Po 2 F=8,189
tygodniach 15,1 1,1 13,3 0,5 13,3 0,5 13,3 0,5 13,5 0,3 p<0,001##*
Po3 F=1,857
tygodniach 14,7 0,3 14 0,5 13,7 0,3 14,2 1,1 14,2 0,7 p=0,149
Po 4 F=3,96
tygodniach 14,2 0,5 13,2 0,5 13,3 0,4 13,9 0,6 133 0,6 p=0,013
* Test HSD: HGB w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I i I11.
** Test HSD: HGB w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I, IT i IIL.
*#* Test HSD: HGB w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I-IV.
T Test HSD: HGB w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupie 1.
Srednie HGB
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Rycina 20. Srednie HGB.
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Tabela 24. MCH.

Grupa Grupa I Grupa II Grupa III Grupa IV
MCH [pg] kontrolna ANOVA
Srednia | SD | Srednia | SD |Srednia| SD |Srednia| SD |Srednia| SD
Wartosci F=7,131
startowe 18 0,7 16,2 0,7 16,9 0,4 16,9 0,4 17 0,6 p=0,001*
Po1l F=5,702
tygodniu 18,5 0,3 16,8 0,9 17 0,7 17,3 0,5 17,8 1 p=0,002*
Po 2 F=11,484
tygodniach 18,4 0,9 16,2 0,5 16,3 0,6 16,8 0,2 16,9 0,8 p<0,001%*
Po3 F=1,526
tygodniach 17,4 0,4 16,6 0,8 16,9 0,5 17,3 0,3 17,3 0,9 p=0.225
Po 4 F=4,375
tygodniach 16,6 0,2 15,8 0,3 15,9 0,4 15,8 0,2 15,8 0,7 p=0,008%**
* Test HSD: MCH w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I-III.
** Test HSD: MCH w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I-IV.
##* Test HSD: MCH w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I, IITi IV.
Srednie MCH
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Tabela 25. MCHC.

Grupa
Grupa 1 Grupa II Grupa III Grupa IV
N[IgC/dI-}]C kontrolna ANOVA
Srednia | SD |Srednia| SD |Srednia| SD |Srednia| SD |Srednia| SD
Wartosci F=29,346
startowe 28,7 0,8 26,3 0,4 26,8 0,3 26,6 0,2 26,7 0,3 p<0,001*
Po1l F=2,752
tygodniu 30 0,3 27,2 0,8 28,3 1,7 30 3,4 28,3 0,9 p=0.051
Po 2 F=17,332
tygodniach 30,1 1,4 26,7 0,4 26,9 0,6 274 0,5 27,4 0,9 p<0,001*
Po3 F=2,628
tygodniach 30,6 2,6 28,3 0,9 28,6 0,5 28,8 0,5 28,9 1 p=0.058
Po4 F=1,715
tygodniach 28,5 0,2 26 3,8 27,8 0,6 27 0,4 27,2 0,4 p=0.178
* Test HSD: MCHC w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I-IV.
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Tabela 26. WBC.

Grupa
WBC Kkontrolna Grupal Grupa I1 Grupa III Grupa IV ANOVA
[103/mm?3] - - - - -
Srednia | SD |Srednia| SD | Srednia| SD | Srednia | SD | Srednia| SD
Wartosci F=9,555
startowe 12,7 2,6 6,4 1,7 9 2,8 7,4 1 10,6 1,3 p<0,001*
. F=3,487
Po 1 tygodniu| 13,1 45 8,6 1,3 10,5 1,8 9,7 0,7 11,9 1,4 p=0,021**
Po 2 F=2,31
tygodniach 10 2,2 8,7 0,6 8 1,7 8,3 1,1 11,3 3,9 p=0,086
Po3 F=0,515
tygodniach 11 1,7 10,4 1,5 10,7 2,5 10,9 3,3 12,3 3,1 p=0.725
Po 4 F=2,669
tygodniach 9,6 1,2 7 1 8,1 2 7,2 1 8,4 2,2 p=0,056
* Test HSD: WBC w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupach I-IITl; WBC w grupie IV wyzsze niz w grupie 1.
** Test HSD: WBC w grupie kontrolnej wyzsze niz w grupie 1.
Srednie WBC
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Tabela 27. PLT.

Grupa
Grupal Grupa II Grupa III Grupa IV
[lolslll;;rmﬂ kontrolna ANOVA
Srednia | SD |Srednia| SD |Srednia| SD |Srednia| SD |Srednia| SD
Wartosel | 4103|1869 902 [101,4| 9343 |113.4| 8973 | 244 | 043 |1402| F 1,380
startowe p=0,267
Po1l F=5,106
tygodniu 1200 |2284| 807,8 |152,7| 814,8 |191,4| 8788 | 44,8 | 881,5 | 199,8 p=0,004*
Po 2 8242 | 361 | 8438 |1522| 8667 |547| 769 |2258| 8418 |1615| F %174
tygodniach p=0,95
Po3 9383 | 350 | 8487 |263.1| 1122 |167.8| 8855 |252.7| 9687 | 1145 | 1904
tygodniach p=0,141
Po4 1008 | 851 | 8205 |2578| 779 | 348 | 7812 |2612| 8403 | 1164 | FTLOL4
tygodniach p=0,139
* Test HSD: PLT w grupie kontrolnej wyzsze niz w pozostatych grupach.
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11.2. Badanie skladu odsetkowego krwinek biatych w krwi obwodowe;j.

Wykonanie:

Po kazdorazowym pobraniu krwi wykonywano rozmaz w celu pdzniejszego okreSlenia
skladu odsetkowego krwinek bialych. Rozmazy po wysuszeniu wybarwiano metoda Pappenheima
za pomoca roztworu May-Griinwalda i Giemsy (MGG) [89]. Otrzymane preparaty ogladano pod

mikroskopem w powigkszeniu 100x, uzywajac olejku immersyjnego.

Wyniki:
Wyniki opracowano statystycznie w programie R [88]. W tym programie wykonano rowniez

wszystkie obliczenia i wykresy.

Charakterystyka grup badanych.

Dokonano poréwnania warto$ci startowych w pigeciu grupach. Badanymi wskaZnikami byty
ilos¢ granulocytow obojetnochlonnych oraz ilos¢ limfocytow. W kazdej z badanych grup posiadaly
one rozklad normalny, co wykazano przeprowadzajac test Shapiro-Wilka. Grupy zostaly porownane
za pomoca metody ANOVA (analiza wariancji), ktéra miala wykaza¢ czy grupy réznig si¢ istotnie
danym wskaznikiem. W przypadku obecnos$ci réznic, za pomoca testu HSD Tukey'a sprawdzono,

ktore grupy réznity sie od ktorych. Otrzymane wyniki przedstawia tabela 28.

Analiza zmian w czasie.

Dokonano poréwnania jak poszczegdlne wskazniki zmienialy si¢ w czasie, bioragc pod
uwage warto$¢ startowg oraz warto$¢ po 4 tygodniach podawania wyciagow w kazdej z grup z
osobna. W kazdej z grup sprawdzono, postugujac sie testem Shapiro-Wilka, czy zmiany danego
wskaznika maja rozklad normalny. Tam gdzie rozklad byl normalny, do sprawdzenia istotnosci
zmian uzyto testu t-Studenta dla par wigzanych, a tam gdzie normalnosci nie bylo, testu Wilcoxona

dla par wigzanych. Wyniki przedstawiono w tabeli 29.
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Poréwnanie grup badanych.

Poréwnano wszystkie badane wskazniki u pigciu grup szczuréw przed rozpoczeciem
podawania oraz w kazdym kolejnym tygodniu eksperymentu. Wskazniki te w kazdej z badanych
grup mialy zawsze rozklad normalny, co sprawdzone zostalo testem Shapiro-Wilka. Do poréwnania
kazdej z grup uzyto analizy wariancji ANOVA. W przypadku, gdy warto$¢ p z analizy ANOVA byla
mniejsza od 0,05, aby odpowiedzie¢ na pytanie ktére z grup roznily sie od ktérych, wykonano test
HSD Tukey'a. Wyniki dla poszczegbdlnych wskaznikow przedstawione zostaly w tabelach 30 i 31

oraz na rycinach 25 i 26.
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Tabela 28. Charakterystyka grup badanych — sklad odsetkowy krwinek biatych.

Wskaznik Grupa | Srednia | SD ANOVA
granulocyty obojetnochtonne (10°/mm?) kontrolna 0,4 0,2
I 0,5 0,3
I 1 0,4 F=4,486 p=0,007*
11 0,8 0,3
v 1,1 0,5

* Test HSD: poziom granulocytéw obojetnochtonnych w grupie kontrolnej nizszy niz w grupach II i IV; dodatkowo w
grupie I nizszy niz w grupie IV.

limfocyty (10°/mm?) kontrolna 8 1,3
I 5,8 1,4
II 7,8 2,5 F=4,778 p=0,005*
I 6,4 1,2
v 95 12

* Test HSD: liczba limfocytéw w grupie IV niz w grupach I i III.

Tabela 29. Analiza zmian poszczeg6lnych wskaznikéw w czasie (warto$¢ startowa vs warto$¢ po 4

tygodniach) — sklad odsetkowy krwinek biatych.

Wskaznik Grupa |Srednia| SD | Mediana | Zakres zmian Istotno$¢ zmian
zZmiana | zmian | zmian (od-do)
granulocyty obojetnochtonne (10 | kontrolna | 0,12 0,16 0,11 -0,06 0,4 t=-1,881 p=0,119*
mm?>)
I -0,11 0,21 -0,09 -0,37 | 0,21 t=1,301 p=0,25*
11 -0,64 0,42 -0,66 -1,26 |-0,15| t=3,743 p=0,013*
I -0,52 0,3 -0,45 -0,88 |-0,14| t=4,25p=0,008*
v -0,65 0,71 -0,87 -1,33 | 0,53 | t=2,239 p=0,075*
limfocyty (10°/mm?) kontrolna | 0,51 1,48 0,7 -2,26 | 2,02 | t=-0,847 p=0,436*
I 0,82 0,94 0,28 0,08 | 2,22 V=0 p=0,031**
II -0,2 2,41 -0,21 -3,93 | 3,05 | t=0,207 p=0,844*
I 0,48 1,32 0,55 -1,51 | 243 | t=-0,899 p=0,41*
v -1,53 1,97 -0,95 -3,99 1093 | t=1,904 p=0,115*

* Zmiany okazaly si¢ mie¢ rozklad normalny; wykonano test t-Studenta dla par wigzanych
** Zmiany okazaly sie nie mie¢ rozkladu normalnego; wykonano test Wilcoxona dla par wigzanych
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Tabela 30. Granulocyty obojetnochlonne.

Granulocyty Grupa Grupa I Grupa II Grupa III Grupa IV
obojetnochlonne kontrolna ANOVA
(10°/mm?) - . - . - . - . - .
Srednia | SD | Srednia | SD | Srednia | SD |Srednia | SD | Srednia| SD

Wartosci startowe 0,4 0,2 0,5 0,3 1 0,4 0,8 0,3 1,1 0,5 F=4,486
p=0,007*

Po 1 tygodniu 0,5 0,2 0,6 0,3 0,8 0,6 0,5 0,2 0,9 0,2 F=1,756

p=0,169

Po 2 tygodniach 0,4 0,2 0,4 0,2 0,3 0,1 0,4 0,1 0,7 0,3 F=2,265

p=0,091

Po 3 tygodniach 0,6 0,2 1,1 0,4 0,7 0,4 0,7 0,3 1,4 0,8 F=3,126
p=0,032**

Po 4 tygodniach 0,5 0,1 0,4 0,1 0,4 0,2 0,3 0,2 0,4 0,4 F=1,025
p=0,414

* Test HSD: poziom granulocytéw obojetnochtonnych w grupie kontrolnej nizszy niz w grupach II i IV; dodatkowo w grupie I nizszy niz w grupie IV.

** Test HSD: poziom granulocytéw obojetnochtonnych w grupie kontrolnej nizszy niz w grupie IT i IV.

Sredni poziom granulocytéw obojetnochionnych
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Rycina 25. Granulocyty oboje¢tnochtonne.
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Tabela 31. Limfocyty.

Limfocyty (10°/mm?>) Grupa Grupa I Grupa 11 Grupa 11 Grupa IV
kontrolna ANOVA
Srednia | SD | Srednia | SD | Srednia | SD | Srednia | SD | Srednia| SD
Wartosci startowe 8 1,3 5,8 14 7,8 2,5 6,4 1,2 9,5 1,2 F=4,778
p=0,005*
Po 1 tygodniu 9,6 1,6 8 1,1 9,5 1,2 9, 0,6 109 1,4 F=4,253
p=0,009%**
Po 2 tygodniach 8,6 2.8 8,2 0,5 7,5 1,7 7,8 1,21 104 3,5 F=1,614
p=0,202
Po 3 tygodniach 9,8 2,8 9,1 1,3 9,7 2 10 3,1 10,7 2,3 F=0,347
p=0,843
Po 4 tygodniach 8,5 0,5 6,6 0,9 7,6 2 6,9 1 7,9 1,9 F=1,735
p=0,174
* Test HSD: poziom limfocytow w grupie IV wyzszy niz w grupach I i III.
** Test HSD: poziom limfocytow w grupie IV wyzszy niz w grupie L.
Sredni poziom limfocytow
(=
. o — Grupa 1
E Grupa 2
- Grupa 3
[} oo —
A Grupa 4
Grupa
A kantrolna
(D —
Wartosci
startowe Po1tyg. Po 2 tyg. Po 3tyg. Po 4 tyg.

Rycina 26. Limfocyty.
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11.3. Ocena czegstosci wystepowania zjawiska emperipolezy.

Wykonanie:

Po zakonczeniu eksperymentu (opisanego w punkcie 11.1) od u$mierconych zwierzat
pobrano szpik kostny z jamy szpikowej kosci udowej. Wykonano rozmazy szpiku, ktére nastepnie
utrwalono w metanolu. Rozmazy wybarwiono metoda Pappenheima za pomoca roztworu May-
Griinwalda i Giemsy (MGG) [89]. Otrzymane preparaty ogladano pod mikroskopem w

powiekszeniu 100x, uzywajac olejku immersyjnego.

Wyniki:
U wszystkich grup badanych zwierzat zaobserwowano zjawisko emperipolezy, ktérego
przyklady udokumentowane zostaly na zdjeciach (Ryciny 27-30). Zjawisko to wystepowalo w

srednio 5% przeliczonych megakariocytow, co miescito si¢ w granicach fizjologicznej normy.

Rycina 27. Emperipoleza w szpiku kostnym u szczura. W cytoplazmie megakariocyta przy brzegu
widoczny granulocyt (a). Do brzegu megakariocyta zblizajg si¢ monocyt oraz erytrocyt, cz¢Sciowo

objete jego cytoplazma (b). Jadro megakariocyta wieloptatowe.
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Rycina 28. W cytoplazmie megakariocyta liczne komorki szpikowe, wyraznie zaznaczony

granulocyt (a).

Rycina 29. W cytoplazmie megakariocyta widoczny nieokreslony mielocyt (a).
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Rycina 30. W cytoplazmie megakariocyta widoczny mielocyt, prawdopodobnie erytroblast (a).
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12. Ocena aktywnoSci przeciwzapalnej in vitro metodq testu denaturacji albumin.

Wykonanie:

Badanie wykonano stosujac zmodyfikowang metode opracowana przez Mizushima i
Kobayashi [105]. Badane zwiazki rozpuszczono w jak najmniejszej ilosci metanolu i rozcienczono
solg fizjologiczna, otrzymujac roztwory o stezeniach 50, 100, 200, 300 i 500 pg/ml. Ilo$¢ metanolu
w kazdym roztworze byla zawsze mniejsza niz 1%. Sporzadzono 1% roztwor wodny albuminy
bydlecej (BSA, 98%, A7906, Sigma-Aldrich), ktory doprowadzono do odpowiedniego pH za
pomoca niewielkich ilosci 1% kwasu octowego. Nastepnie zmieszano po 500 pl badanego roztworu
oraz roztworu albuminy bydlecej i tak powstala mieszaning inkubowano w temperaturze 37°C przez
15 minut, a nastepnie w temperaturze 70°C przez dalsze 15 minut. Stopien denaturacji albuminy
okreslono metoda turbidymetryczng, za pomoca wielodetekcyjnego czytnika plytek (Synergy HT
Biotek), badajac turbidancje roztworu przy dlugosci fali 660 nm.

Wyniki:
Usrednione warto$ci otrzymanych pomiarow przedstawiono w tabeli 32. Stopien inhibicji

denaturacji [% INH] obliczono ze wzoru:

% INH: { [Tkontroli‘Tpr()by badanej ]/Tkonlroli } X 1 OO %

gdzie:

Trontroi — USTedniona turbidancja proby kontrolnej negatywnej,

T proby badanej — USTEdNiona turbidancja proby badane;.
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Tabela 32. Usrednione wyniki pomiaréw turbidancji wraz z odchyleniem standardowym (SD) oraz

obliczonym stopniem zahamowania denaturacji dla kazdej z badanych prébek i probki wzorcowe;j.

Probka Rozcienczenie | Usredniona warto$¢ SD Stopien zahamowania
turbidancji denaturacji [%]
kontrola negatywna 1% r-r BSA 2,03 0,037 0
kontrola pozytywna 100 pg/ml 0,34 0,029 83,25
e ng:ﬁ/ owy) 200 pg/ml 0,049 0,003 97,57
wyciag z surowca 50 pg/ml 1,926 0,034 5,12
Swiezego
stabilizowanego
100 pg/ml 1,926 2,15 5,12
200 pg/ml 2,019 0,03 0,5
300 pg/ml 2,008 0,029 1,08
500 pg/ml 1,936 0,096 4,63
wyciag z surowca 50 pg/ml 1,877 0,001 7,5
suchego
100 pg/ml 1,823 0,043 10,19
200 pg/ml 1,847 0,014 9,01
300 pg/ml 1,839 0,024 9,4
500 pg/ml 1,837 0,005 9,5
MGDG 50 pg/ml 1,938 0,059 4,53
100 pg/ml 2,005 0,008 1,23
200 pg/ml 2,002 0,025 1,38
300 pg/ml 2,009 0,006 1,03
500 pg/ml 1,988 0,005 2,06
DGDG 50 pg/ml 1,929 0,029 4,97
100 pg/ml 1,921 0,033 5,36
200 pg/ml 1,93 0,009 4,93
300 pg/ml 1,908 0,011 6,01
500 pg/ml 1,784 0,015 12,13
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13. Ocena aktywno$ci cytotoksycznej wyciagow oraz wyizolowanych mono- i
digalaktozylodiacyloglicerolu wzgledem ludzkich oraz szczurzych komérek nowotworu

prostaty oraz prawidlowych komérek nablonka prostaty.

Wykonanie:

Badania przeprowadzono na szczurzych komorkach nowotworu prostaty AT-2, ludzkich
komorkach nowotworu prostaty: o umiarkowanym stopniu zlosliwosci DU145 oraz wysokim
stopniu ztosliwosci PC3, a takze na prawidlowych ludzkich komorkach nablonka prostaty PNT-2.
Komorki hodowano w inkubatorze z atmosfera 5% CO,, temperaturg 37°C i stalg wilgotnoscia, na
pozywce DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: Nutrient Mixture F-12) z dodatkiem
10% surowicy bydlecej oraz mieszaniny antybiotykow.

Przed doswiadczeniem komorki oderwano od $cianek naczynia przy pomocy roztworu
trypsyny i odwirowano. Uzyskang zawiesing komérek w plynie hodowlanym przeniesiono do 24-
dotkowej plytki (gestos¢ komorek 1,5x10%dotek). Po 24 godzinach inkubacji ptyn zmieniono i
dodano badang substancje w zakresie stezen od 10 do 100 pug/ml. Jako kontrole pozytywna przyjeto
zawiesing komoérek w plynie hodowlanym bez dodanej substancji badanej. Badane substancje
rozpuszczano w metanolu, a nastgpnie doprowadzano do odpowiednich stezeh metoda kolejnych
rozcienczen w ptynie hodowlanym. Komorki inkubowano z badang substancja przez 24 godziny. Po
tym czasie zywotno$¢ komorek okreslano kolorymetrycznym testem zywotnosci LDH, opierajacym
sie na redukcji soli tetrazoliowych do formazanéw, 2z wykorzystaniem czytnika
spektrofotometrycznego. Do kazdego dotka dodano odpowiednig ilo$¢ mieszaniny reakcyjnej, po
wczesniejszym usunigciu pltynu hodowlanego, i inkubowano w ciemno$ci przez 30 minut. Jako
kontrole stosowano komorki bez dodanych zwigzkow (kontrola I, negatywna) oraz komorki z
dodatkiem Triton X-100 (kontrola II, pozytywna). Jako dodatkowa kontrole pozytywng stosowano
mitoksantron, cytostatyk wykorzystywany w terapii nowotworow prostaty. Nastepnie mierzono
absorbancje przy dlugosci fali 490 nm (dlugo$¢ fali odniesienia nie mniej niz 600 nm). Kazde

do$wiadczenie powtarzano trzykrotnie.
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Wyniki:

Cytotoksyczno$¢ badanych substancji obliczano wedlug wzoru:

CYT: [(Abssubst.badanej - Abskontroli I) : (Ab Skontroli I — Ab Skontroli I)] X 1 OO %

gdzie:
AbSgubsthadanej — absorbancja dla poszczegdlnych substancji badanych,
Abskontroi1 — absorbancja komorek bez dodatku substancji badanych,

AbSiontroii 1 — absorbancja komorek z dodatkiem Tritonu X-100.
Wyniki (w postaci $redniej z trzech odczytéw, wraz z odchyleniem standardowym SD) dla

poszczegbdlnych linii komoérkowych przedstawiajg tabele 33-36. Wynik dla mitoksantronu

przedstawiono w tabeli 37.
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Tabela 33. Wplyw badanych wyciagdéw i zwigzkéw na zywotno$¢ komorek AT-2.

Tlo$¢ komorek martwych [%] £ SD

Stezenie [pg/ml] Wyciag z surowca | Wyciag z surowca DGDG MGDG
stabilizowanego suszonego
10 0 5,4 +0,98 0 0
20 0 13,07 £ 1,86 0 0
30 0 18,29 + 234 0 0
50 0 2581 £ 3,12 10,30 = 1,85 0
100 15,85 + 2,57 52,44 +£5,23 24,39 + 2,88 0
Tabela 34. Wplyw badanych wyciagéw i zwiazkoéw na zywotnos¢ komorek DU145.
Io$¢ komorek martwych [%] + SD
Stezenie [pg/ml] Wyciag z surowca | Wyciag z surowca DGDG MGDG
stabilizowanego suszonego
10 1,45+0,21 5,79+0,21 15,04+1,22 17,39+1,65
20 4,35+0,54 21,74+2,79 20,29+1,87 21,74+1,99
30 7,25+0,87 46,38+3,98 24,64+2,33 30,434+2,12
50 28,98+3,32 62,32+5,64 49,2744 27 42,03+2,26
100 40,58+4,89 97,10+6,39 52,17+4,90 57,97+4,14
Tabela 35. Wplyw badanych wyciagéw i zwigzkdw na zywotno$¢ komorek PC3.
Ilos¢ komorek martwych [%] + SD
Stezenie [ng/ml] Wyciag z surowca | Wyciag z surowca DGDG MGDG
stabilizowanego suszonego
10 0 0 0 0
20 0 6,07+0,05 0 0
30 16,23+1,08 24,58+1,04 0 0
50 26,34+1,23 48,66+2,78 4,08+0,02 8,53+0,45
100 38,75%+1,96 76,45+5,96 14,67+0,98 22.76+1,74
Tabela 36. Wplyw badanych wyciagdéw i zwiazkow na zywotno$¢ komorek PNT-2.
Ilo$¢ komorek martwych [%] + SD
Stezenie [pg/ml] Wyciag z surowca | Wyciag z surowca DGDG MGDG
stabilizowanego suszonego
10 8,58+0,78 2,61+0,08 0 1,49+0,03
20 11,19+0,93 6,72+0,45 1,86+0,03 11,1940,25
30 13,43+0,98 7,84+0,59 5,97+0,07 14,93+0,84
50 19,03+1,05 8,58+0,71 6,724+0,07 17,16+1,12
100 25,75+1,27 10,82+0,83 6,3440,10 19,78+1,21
Tabela 37. Wplyw mitoksantronu na zywotno$¢ komoérek DU145, PC3 i PNT-2.
DU145 PC3 PNT-2
ICs, [pg/ml] >5 2 0,45
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14. Omoéwienie i dyskusja wynikow.

14.1. Wprowadzenie.

Przymiotno kanadyjskie (Erigeron canadensis L. Cronq) jest ro$ling wystepujaca popularnie
w catej Europie, w tym w Polsce. Od dawna jest stosowana w medycynie tradycyjnej jako $rodek o
dzialaniu przeciwzapalnym, przeciwkrwotocznym i diuretycznym. Zalecenia te jednak nie znajduja
swojego potwierdzenia w badaniach naukowych. Zwlaszcza podstawowe zastosowanie surowca —
jako s$rodka przeciwkrwotocznego, do dzi$ pozostaje niezweryfikowane. Mimo to na rynku
aptecznym dostepny jest lek zawierajacy w swoim skladzie wyciag gesty z ziela przymiotna
kanadyjskiego — HEMORIGEN®, ktory, wedlug obecnych wskazan producenta, moze by¢
stosowany jako pomocniczy $rodek w leczeniu siniakow oraz sthuczen. Wczesniej zalecany byt jako
lek majacy zmniejsza¢ krwawienia z drég rodnych u kobiet (np. przy zbyt obfitych miesigczkach),
krwawienia z hemoroidéw, czy tez krwawienia pooperacyjne, obecnie jednak, ze wzgledu na brak
odpowiednich badan, wskazania te zostaly zmienione.

Przymiotno kanadyjskie jest rosling o dobrze poznanym chemizmie. Liczne badania
fitochemiczne donosza o obecnosci flawonoidoéw [14,15,16,17,18], garbnikow [14], fenolokwasow
[14,17,18,20], olejku eterycznego [12,13,14,15], zwiazkoéw triterpenowych [15,16,17,18,22,29],
lipidow [15,16,18,28,29] oraz innych, nie dajacych si¢ zaklasyfikowa¢ do wyzej wymienionych
grup zwigzkow [15,16,17,20,29]. Istnieje réwniez sporo doniesien literaturowych dotyczacych
aktywnos$ci biologicznej oraz farmakologicznej réznego rodzaju wyciagéw badz zwiazkoéw
wyizolowanych z ziela przymiotna. Dotychczas opisany zostal wplyw wyciagéw z ziela lub
odpowiednich frakcji z nich uzyskanych, na agregacje plytek krwi [50,51], ich dzialanie
przeciwzakrzepowe [44] oraz przeciwutleniajace [50,53,62]. Sporo prac dotyczy rowniez
cytotoksycznego dzialania wyciagdéw badz izolowanych z nich zwigzkow [15,18,53,54].

Galaktozylodiacyloglicerole, takie jak mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerol, sa
glikolipidami najpowszechniej wystepujacymi w $wiecie przyrody. Wchodza one w sklad
chloroplastow odgrywajac istotng role w procesie fotosyntezy [65]. W licznych badaniach
wykazano ich aktywno$¢ przeciwnowotworowa i cytotoksyczng [66,67,68,69], a takze

przeciwzapalng [73,74,75,79].
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14.2. Uzasadnienie celu i zalozen pracy.

Prace nad skladem chemicznym oraz aktywnoScia przetworéw z ziela przymiotna
kanadyjskiego prowadzone byly w Katedrze Farmakognozji Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM w
Krakowie od lat 90-tych. Opisana w nich zostala analiza fitochemiczna wyciagéw otrzymanych z
ro$liny, podjete zostaly takze proby oceny ich aktywnosci biologicznej. Duze zainteresowanie
gatunkiem oraz konieczno$¢ poszerzenia dotychczasowych badan zaowocowaly powstaniem
niniejszej pracy. Podstawowymi jej celami bylo poréwnanie metodami chromatograficznymi
wyciaggow metanolowych z surowca $wiezego stabilizowanego oraz suszonego, a takze izolacja,
okreslenie struktury oraz zmian dynamiki kumulacji dominujacych zwigzkéw roznicujacych te
wyciagi. W pracy okreslono réwniez wplyw wyciaggéw z surowca $wiezego stabilizowanego i
suszonego na podstawowe wskazniki hematologiczne krwi obwodowej oraz zjawisko emperipolezy
w szpiku kostnym w badaniu przeprowadzonym in vivo. Dokonano takze oceny aktywnosci
przeciwzapalnej i cytotoksycznej zaré6wno wyciagow, jak i wyizolowanych zwigzkow.
Przeprowadzone badania mialy zweryfikowa¢ tradycyjne wskazania do stosowania surowca oraz
oceni¢ jaki surowiec, $wiezy czy suszony, wywiera korzystniejsze dzialanie.

Tradycyjne wskazania do stosowania surowca obejmujace m.in. krwawienia z hemoroidow,
ran pooperacyjnych, czy tez drég rodnych u kobiet nie znajduja potwierdzenia w danych
literaturowych. Cze$¢ doniesien obecnych w literaturze, np. jakoby stosowanie przetworow z ziela
przymiotna kanadyjskiego mialo zwieksza¢ poziom plytek krwi [33,34,44], nie znajduje natomiast
pokrycia w danych eksperymentalnych. Przymiotno kanadyjskie moze by¢ rowniez stosowane jako
srodek o dzialaniu przeciwzapalnym w lumbago i artretyzmie [12,34,35]. Istnieje tylko jedno
doniesienie potwierdzajace dzialanie przeciwzapalne wyciaggoéw z suszonego surowca [43]. Nie ma
natomiast zadnych danych dotyczacych wyciagéw sporzadzonych z surowca Swiezego.

Niepelne dane dotyczace wskazan do stosowania ros$liny w konkretnych schorzeniach
zaowocowaly pomyslem aby je rozszerzy¢ i uzupehic¢ brakujace informacje. Badania prowadzone
byly rownolegle na ekstraktach z surowca suszonego oraz $wiezego, ktory poddany zostal
stabilizacji wrzagcym metanolem. Wszystkie dotychczasowe badania fitochemiczne (Rozdzial 3)
byly przeprowadzane na surowcu suszonym i to wlasnie z surowca suszonego wyizolowane zostaly
opisywane w literaturze zwiazki. Surowiec §wiezy w pracach tych nie byt uwzgledniany, podczas
gdy wstepna analiza chromatograficzna przeprowadzona metoda TLC wykazala istotne roznice
jakosciowe pomiedzy wyciggami sporzadzonymi z surowca S$wiezego stabilizowanego oraz
suszonego. Dominujace zwiazki réznigce wyciagi zostaly wyizolowane oraz zidentyfikowane jako

mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerol. Zwiazki te posiadaja udokumentowane dzialanie
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przeciwzapalne [75,78,79], co stanowilo dodatkowy przyczynek do zbadania aktywnosci
przeciwzapalnej wyciggu z surowca $wiezego. Do identyfikacji opisywanych wyzej zwigzkéw
wykorzystane zostaly metody spektralne (NMR, MS) oraz poréwnanie (metodami TLC i HPLC)
izolatow z komercyjnie dostepnymi wzorcami. Obecnos$¢ tych struktur w przymiotnie kanadyjskim
stwierdzona zostala po raz pierwszy. OkreSlono rowniez zmiany dynamiki kumulacji tych
zwiazkOéw w zaleznos$ci od okresu wegetacyjnego w jakim znajduje si¢ ro$lina. W celu wykonania
takiego oznaczenia opracowano oraz zwalidowano metod¢ densytometryczng, ktora byla
przedmiotem publikacji [90]. Dotychczas do oznaczen iloSciowych tych zwigzkow
wykorzystywana byla metoda HPLC [85,86]. W jednej pracy istnieje wzmianka na temat
mozliwos$ci oznaczania galaktozylodiacylogliceroli za pomoca densytometrii [68].

Kolejny aspekt niniejszej pracy doktorskiej dotyczyt okreSlenia wplywu wyciagéw z ziela
przymiotna kanadyjskiego na wybrane wskazniki hematologiczne krwi. Badanie to zostalo
przeprowadzone in vivo, z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych. W eksperymencie oceniono
wskazniki hematologiczne krwi u zwierzat otrzymujacych codziennie okreslone dawki wyciagoéw z
surowca suszonego i Swiezego stabilizowanego, wykonano takze rozmazy krwi majace na celu
okreslenie wpltywu na uklad bialokrwinkowy oraz rozmazy szpiku, w ktérych oceniono czesto$¢
wystepowania zjawiska emperipolezy. Medycyna tradycyjna zaleca przetwory z ziela przymiotna
jako $rodek o dzialaniu przeciwkrwotocznym oraz podwyzszajacym liczbe ptytek krwi [33,34,44].
Nie istniejg jednak Zadne badania, ktéore moglyby potwierdzi¢ skuteczno$¢ oraz zasadno$¢
stosowania przymiotna w wyzej wymienionych wskazaniach. Badanie wplywu wyciaggéw na
wskazniki hematologiczne krwi jest podstawowym badaniem jakie nalezy przeprowadzi¢ w celu
weryfikacji opisywanych wyzej wskazan. W niniejszej pracy zostalo to zrobione po raz pierwszy.

Jak juz wspomniano, przymiotno kanadyjskie moze by¢ stosowane jako $rodek o dzialaniu
przeciwzapalnym w lumbago i artretyzmie [12,34,35]. Literatura donosi o aktywnosSci
przeciwzapalnej wyciagéw z surowca suszonego [43], jednak brak jest informacji na temat
dzialania wyciagow z surowca $wiezego. Bogata zawarto$¢ galaktozylodiacylogliceroli w takim
surowcu sugerowa¢ moze jego znaczng aktywno$¢ przeciwzapalng. Zaro6wno wyciagi jak i
wyizolowane zwigzki poddane zostaly badaniom majacym na celu ocene takiej aktywnoSci.
Dokonano jej w oparciu o test denaturacji albumin (albumin denaturation assay), gdzie poréwnano
dzialanie wyciggu metanolowego z surowca S$wiezego stabilizowanego i suszonego oraz
wyizolowanych galaktozylodiacylogliceroli. Test denaturacji albumin jest szybkim testem
skriningowym pozwalajacym na wstepng ocene aktywnos$ci przeciwzapalnej zar6wno substancji
pochodzenia naturalnego [91,92,93,94] jak i syntetycznych [95].

Ostatnim aspektem pracy doktorskiej byta ocena aktywnosci cytotoksycznej wyciaggow oraz
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wyizolowanych galaktozylodiacylogliceroli wzgledem ludzkich oraz szczurzych linii komoérkowych
nowotworu prostaty. Bezposrednim przyczynkiem do wykonania tego rodzaju badan byly liczne
doniesienia literaturowe dotyczace aktywnos$ci cytotoksycznej wyciagdw oraz réznego rodzaju
zwigzkow wyizolowanych z ziela przymiotna kanadyjskiego [15,18,53,54,55]. Do tej pory
okreslono aktywno$¢ wyciagdéw oraz roznych zwiazkéw z nich wyizolowanych wzgledem linii
komoérkowych Hep-2 (nowotwor krtani), MCF7 (nowotwor piersi), HeLa (nowotwor jajnika), A431
(nowotwor nablonka) oraz mysich komoérek czerniaka B16. Biorac pod uwage fakt, ze wyniki
niektorych z cytowanych w punkcie 4.5.1. badan s3 obiecujace, zasadne wydaje si¢ poszerzenie
tych badan o nieprzebadane do tej pory ludzkie linie komorkowe nowotworu prostaty DU145 i
PC3, szczurza linie¢ komorkowa nowotworu prostaty AT-2 oraz ludzka prawidlowa linie¢ komdrkowa

nablonka prostaty PNT-2.

14.3. Analiza poréwnawcza wyciaggow.

Pierwszym etapem prac byla analiza porownawcza sporzadzonych wyciagow
metanolowych. Przeprowadzono ja metoda chromatografii cienkowarstwowej TLC.

Do chromatografii cienkowarstwowej wykorzystano faz¢ ruchomga chloroform-metanol-
kwas octowy 1% 40:10:1, dla ktérej rozdzial zwiazkéw obecnych w wyciagach byt
najwyrazniejszy. Faze¢ ta dobrano empirycznie, sposrod kilku testowanych faz ruchomych
(chloroform:metanol, 40:10, chloroform:metanol:woda, 23:12:2, chloroform:metanol:kwas octowy
1%, 40:10:1, chloroform:metanol:amoniak 25%, 40:10:2). Chromatogramy wywolano poprzez
spryskanie 25% metanolowym roztworem kwasu siarkowego (VI) i ogrzanie. Na chromatogramie,
w S$wietle widzialnym zaobserwowano obecno$¢ dwoéch plam barwy czerwono-fioletowej, o
wspotczynnikach Ry 0,48 i 0,8, w wyciggu z surowca S$wiezego stabilizowanego, ktére nie
wystepowaly w wyciagu z surowca suszonego (Rycina 4). W $wietle UV przy dlugo$ciach fali 254
i 365 nm plamy dawaly pomaranczowa fluorescencj¢. Zwigzkom tym nadano wstepne nazwy: EC,

dla zwiazku o wspdlczynniku R¢ 0,48 i EC, dla zwiazku o wspoétczynniku Rt 0,8.

14.3.1. Izolacja zwiazkow EC, i EC,z wyciagu z surowca §wiezego stabilizowanego.

Kolejnym etapem pracy byla izolacja zwiagzkéw EC,; i EC, z wyciagu z surowca $wiezego.
W tym celu zastosowano metode $rednioci$nieniowej chromatografii kolumnowej (MPLC), ktora
pozwolila uzyska¢ wstepnie oczyszczone frakcje zawierajace zwiazki badane. Metoda MPLC jest

odpowiednikiem tradycyjnej metody chromatografii kolumnowej, z ta jednak roznica, Zze

97



czynnikiem determinujacym rozdzial badanej mieszaniny zwigzkéw jest nie sila grawitacyjna, a
ciSnienie wytwarzane przez dwie pompy. Zaletami tej metody sa skrocenie czasu analizy oraz
lepsza rozdzielczo$¢ analizowanych zwigzkow. Uzyskane wstepnie oczyszczone zwiazki byly
nastepnie doczyszczane za pomoca cienkowarstwowej chromatografii preparatywnej TLC, co
pozwolilo uzyska¢ po 20 mg czystego zwiazku EC; i EC,. Cienkowarstwowa chromatografia

preparatywna przeprowadzona zostala w warunkach opisanych w punkcie 9.4.

14.3.2. Identyfikacja zwigzkow EC; i EC..

W celu identyfikacji oczyszczonych zwigzkéw poddano je analizie widmowej. Wykonane
zostaty widma '"H NMR, *C NMR oraz FAB MS.

W przypadku zwigzku EC, w widmie “C NMR stwierdzono obecno$¢ sygnalow
pochodzacych od atoméw wegla przy grupach metylowych, metylenowych oraz atoméw wegla
przy wiazaniach podwdjnych kwaséw thuszczowych, a takze charakterystyczne sygnaly pochodzace
od atomow wegla grup karbonylowych. Slaby sygnal przy 69,9 ppm przyporzadkowa¢ mozna
atomowi wegla C2 czasteczki glicerolu. Sygnaty w zakresie od 70 do 77 ppm pochodza od atoméw
wegla w czasteczce cukru. W widmie '"H NMR widoczne sa sygnaly protonow grup metylowych
oraz grup metylenowych pochodzacych od reszt acylowych kwasow tluszczowych. Sygnaly
protonoéw grup metylenowych sa przesuniete w zaleznosci od lokalizacji wzgledem karbonylu — im
blizej karbonylu znajduje si¢ grupa metylenowa, tym wigksze jest przesuniecie chemiczne. Widmo
FAB MS zwiazku EC, pozwolito ustali¢ jego mase, ktéra wyniosta 959,5 [M'+Na]. Kolejnym
etapem bylo przeprowadzenie analizy profilu kwaséw thuszczowych. W tym celu, zgodnie z
obowigzujacymi wytycznymi [86], przeprowadzona zostala analiza GLC zwigzku EC,. Jako
wzorzec zastosowano standardowa mieszanine estréw wielonienasyconych kwasow tluszczowych.
Stwierdzono, iz w czasteczce zwiazku EC, dominujagcym kwasem tluszczowym jest kwas o-
linolenowy (C-18:3 n-3), ktory stanowit ponad 50% wszystkich rodzajow kwasoéw tluszczowych
jakie w nim wystepuja. Analiza otrzymanych wynikéw wykazala, ze badany zwiagzek jest
glicerolem zestryfikowanym przy dwoch grupach OH czasteczkami kwaséw tluszczowych oraz
jedna czasteczka cukru przy trzeciej grupie OH. Poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi
literaturowymi [82] pozwolilo  stwierdzi¢, @ ze  badany zwigzek EC;  jest
digalaktozylodiacyloglicerolem, a pelna jego struktura okreslona zostala jako 1,2-di-O-a-
linoleno-3-digalaktozyloglicerol. Zwigzek ten z ziela przymiotna kanadyjskiego wyizolowany
zostal po raz pierwszy.

Zwiazek EC, w widmie >C NMR wykazal obecno$¢ sygnatow pochodzacych od atomow
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wegla przy grupach metylowych, metylenowych oraz atoméw wegla przy wigzaniach podwojnych
kwasow tluszczowych, a takze charakterystyczne sygnaly pochodzace od atoméw wegla grup
karbonylowych. Obecne s3 takze sygnaly przy 62,9 ppm, ktére przyporzadkowa¢ mozna atomowi
wegla C1 czasteczki glicerolu oraz przy 70,1 ppm pochodzace od wegla C2 glicerolu. Sygnaly w
zakresie od 70 do 77 ppm pochodza od atomoéw wegla w czgsteczce cukru. W widmie '"H NMR
widoczne sa sygnaly protonéw grup metylowych oraz grup metylenowych pochodzace od reszt
acylowych kwasow thuszczowych. Sygnaly protonéw grup metylenowych sa przesunigte w
zaleznosci od lokalizacji wzgledem karbonylu — im blizej karbonylu znajduje sie grupa
metylenowa, tym wigksze jest przesuniecie chemiczne. Widmo FAB MS zwigzku EC, pozwolito
ustali¢ jego mase, ktéra wyniosta 797,4 [M'+Na]. W celu ustalenia profilu kwasow ttuszczowych
czasteczke zwigzku EC, poddano, zgodnie z obowigzujacymi wytycznymi [87], analizie GLC. Jako
wzorzec zastosowano standardowa mieszanine estréw wielonienasyconych kwasow thuszczowych.
Stwierdzono, iz w czasteczce zwigzku EC, dominujacym kwasem tluszczowym jest, podobnie jak
w czasteczce zwigzku EC; kwas a-linolenowy (C-18:3 n-3), ktéry stanowil az ponad 89%
wszystkich rodzajow kwasow tluszczowych jakie w nim wystepuja. Mniejsza niz w przypadku
zwigzku EC; masa czasteczkowa, wskazuje na mniejsza liczbe czasteczek cukru w czasteczce
zwigzku EC,. Analiza otrzymanych wynikow wykazala, ze badany zwiazek jest glicerolem
zestryfikowanym przy dwoch grupach OH czasteczkami kwaséw thuszczowych oraz jedna
czasteczka cukru przy trzeciej grupie OH. Poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi
literaturowymi  [82,84] pozwolilo  stwierdzi¢, ze badany zwigzek EC, jest
monogalaktozylodiacyloglicerolem, a pelna jego struktura okreslona zostala jako 1,2-di-O-a-
linoleno-3-galaktozyloglicerol. Zwiazek ten, podobnie jak zwiazek EC,, z ziela przymiotna
kanadyjskiego wyizolowany zostal po raz pierwszy.

W celu weryfikacji ustalonej wcze$niej opisywanymi metodami tozsamosci zwigzkow EC; i
EC,, dokonano ich poréwnawczej analizy z komercyjnie dostgpnymi wzorcami mono- oraz
digalaktozylodiacyloglicerolu. Analiz¢ ta przeprowadzono z wykorzystaniem metod
chromatograficznych TLC oraz HPLC. Porownane zostaty takze widma 'H NMR, “C NMR oraz
FAB MS zwiazkow wyizolowanych oraz odpowiadajacych im zwigzkéw wzorcowych.

Analiza TLC przeprowadzona zostala w opisywanych wczes$niej w punkcie 9.2. warunkach.
Wspéitezynniki Ry zakupionych wzorcéw mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerolu okazaty sie by¢
identyczne z wspolczynnikami R¢ wyizolowanych, odpowiadajacych im zwigzkoéw. Takze kolor
oraz struktura plam substancji wyizolowanych byla zgodna z wzorcowymi (Rycina 11).
Cienkowarstwowa analiza chromatograficzna galaktolipidéw jest uznana, opisywana w literaturze

metoda pozwalajaca rozdzieli¢ r6zne ich klasy [96], co thumaczy zasadnos$¢ uzycia jej w tym celu.
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HPLC jest dogodna metoda chromatograficzna, ktéra wykorzystywa¢ mozna z
powodzeniem nie tylko do rozdzialu, ale takze identyfikacji réznych klas lipidow, w tym
galaktozylodiacylogliceroli [85,86]. Najczesciej stosowanymi fazami ruchomymi jest chloroform
oraz mieszanina metanolu i wody, stosowana w odpowiednim gradiencie [85], istniejg jednak takze
modyfikacje polegajace na dodatku acetonu do mieszaniny metanolu i wody [86]. W analizie
opisywanej w niniejszej pracy zastosowano odmienng niz w literaturze faze ruchoma, ktora okazala
si¢ wystarczajagca do przeprowadzanej analizy poréwnawczej. Na chromatogramach HPLC
zwigzkow EC; i EC, (Rycina 12 i 13) zaobserwowano pik o czasie retencji odpowiadajagcym
czasom retencji substancji wzorcowych: digalaktozylodiacyloglicerolu (Rt 5,850) oraz
monogalaktozylodiacyloglicerolu (Rt 5,883).

Poréwnanie widm 'H NMR, “"C NMR oraz FAB MS wykazato brak istotnych réznic
pomiedzy  wyizolowanymi  zwigzkami EC; i EC, a wzorcami mono- oraz

digalaktozylodiacyloglicerolu.

14.4. TloSciowa analiza zmian zawartosci mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerolu w zaleznosci od

okresu wegetacji rosliny metoda densytometryczna.

Celem wykonywanej analizy ilosciowej byto okreslenie zmian dynamiki kumulacji mono-
oraz digalaktozylodiacyloglicerolu w zielu przymiotna kanadyjskiego w zalezno$ci od okresu
wegetacji rosliny. W tym celu zostala opracowana oraz zwalidowana metoda densytometryczna
[88], za pomoca ktérej wykonane zostalo oznaczenie. Zwykle do oznaczen iloSciowych
galaktozylodiacylogliceroli stosowana jest technika HPLC [85,86]. W literaturze istnieja jednak
doniesienia na temat mozliwo$ci zastosowania metody densytometrycznej, jak w przypadku
iloSciowego oznaczenia mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerolu w lisciach szpinaku [68].

Analize zmian dynamiki kumulacji mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerolu rozpoczeto od
zbioru surowca, ktéry wykonywany byt co 2 tygodnie. Zawsze zbierana byla ta sama ilo§¢ surowca,
z tego samego stanowiska. Niezwlocznie po zbiorze, z surowca sporzadzano wyciagi zgodnie z
procedurg opisywang w punkcie 9.1.b. Prébki tak przygotowanych wyciaggdéw, wraz z uprzednio
przygotowanymi probkami roztworo6w wzorcowych, analizowano metoda TLC w warunkach
opisywanych w rozdziale 9.2. Po wywolaniu chromatogramy skanowano przy empirycznie
dobranej dlugosci fali 477 nm, a zmierzone pola powierzchni otrzymanych pikéw postuzyly do
obliczenia zawarto$ci badanych zwigzkéw. Opracowana metoda zostala zwalidowana poprzez
okreSlenie takich parametrow jak liniowo$¢, specyficzno$¢, precyzja, odzysk, granica

wykrywalno$ci oraz granica oznaczalno$ci zgodnie z wytycznymi ICH [97,98]. Specyficzno$¢
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okreSlono poprzez porownanie chromatogramow roztworow substancji wzorcowych z
chromatogramami roztworow badanych wyciaggdéw. Tozsamo$¢ otrzymanych plam potwierdzono
poréwnujac ich wspolczynniki Ry oraz zakresy absorpcji poszczegolnych pikoéw. Liniowo$¢
okreslono w oparciu o stosunek pomiedzy $rednim polem powierzchni danego piku, a iloscia
substancji (wyrazonag w ng) przypadajaca na dang plame. Przedstawiona zostala ona za pomoca
réwnania regresji oraz wspotczynnika korelacji . Wykonano takze test reszt (residual test). Krzywa
wzorcowg wykorzystang do ilo$ciowego oznaczenia zawartosci MGDG oraz DGDG przygotowano
w oparciu o analize 6 roztworéw wzorcowych tych substancji o réznych stezeniach (zakres 25 —
275 pg/ml). Granica wykrywalnosci (LOD) oraz oznaczalnosci (LOQ) zostala obliczona w oparciu
o wspolczynnik a krzywej wzorcowej oraz blad standardowy reszt za pomoca réwnan:
LOD=3,3xS,a”, LOQ=10xS,a™. Powtarzalno$¢ metody okreslono poprzez wykonanie pieciokrotnej
analizy trzech roztworé6w wzorcowych (o stezeniach 75, 150 i 225 pg/ml) w tych samych
warunkach pracy, w krotkich odstepach czasu. Precyzje S$rednioterminowa okreslono poprzez
analize roztworow o tych samych stezeniach przez réznych analitykow wykonujacych ta sama
analize w tygodniowym odstepie. Odzysk okreslono definiujac jaki procent skladnika dodanego do
roztworu wyciagu stanowi skladnik w nim okreslany. W tym celu do trzech roztworéw wyciagu o
znanym stezeniu dodano roztwory substancji wzorcowych o stezeniu wynoszacym 80, 100 i 120%
znanego stezenia roztworow wyciagow. Kazdy roztwor analizowano trzykrotnie, do obliczen
wykorzystujac otrzymang $rednig z 9 pomiarow.

Otrzymane wyniki (Tabela 16, Rycina 15 i 16) wskazuja, ze zawarto$¢
digalaktozylodiacyloglicerolu w §wiezym zielu przymiotna kanadyjskiego jest znacznie wigksza niz
monogalaktozylodiacyloglicerolu. Ilos¢ obu oznaczanych w danym okresie
galaktozylodiacylogliceroli utrzymuje si¢ stale na tym samym poziomie. Niewielkie wahania ich
zawarto$ci w poszczegolnych okresach zbioru, s3 najprawdopodobniej wynikiem zmiennych
warunkéw pogodowych oraz wplywu czynnikéw srodowiskowych.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢ iz opracowana metoda stanowi dobra alternatywe do
ilosciowego oznaczania galaktozylodiacylogliceroli dla metody HPLC. Mozna stosowac ja rOwniez

do oznaczania zawarto$ci tych zwigzkow w innych roslinach.

14.5. Ocena wplywu wyciagéw z ziela przymiotna kanadyjskiego na wybrane wskaZniki

hematologiczne krwi u szczurow.

Ziele przymiotna kanadyjskiego jest tradycyjnym s$rodkiem przeciwkrwotocznym,

stosowanym w hamowaniu krwotokéw z hemoroidéw, drég rodnych oraz ran pooperacyjnych
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[12,33,34,44]. Brak jest jednak odpowiednich danych literaturowych, ktére moglyby potwierdzi¢
zasadnos$¢ stosowania surowca w wyzej wymienionych wskazaniach. Istnieja takze doniesienia, iz
przyjmowanie przetworow z ziela miato zwigkszac¢ liczbe plytek krwi oraz skraca¢ czas krzepnigcia
[33,34,44]. One réwniez nie znajduja swojego potwierdzenia w literaturze. Tylko jedno doniesienie
literaturowe opisuje skrécenie czasu krwawienia nacigtego ogona u myszy zarOwno po
zewnetrznym jak i wewnetrznym zastosowaniu réznego rodzaju przetworéw z ziela przymiotna
kanadyjskiego [49]. Skrocenie czasu krwawienia wystepujace w tym przypadku mozna przypisac
bogatej zawartosci flawonoidow oraz garbnikow w zielu ro$liny, ktore jak wiadomo, moga
dzialanie takie wywiera¢ poprzez uszczelniajacy wplyw na naczynia wlosowate [45,46,47,48] oraz
tworzenie nierozpuszczalnych garbnikanéw po polaczeniu si¢ z biatkami [45]. Niepotwierdzone
pozostaja doniesienia o rzekomym pozytywnym wplywie przetwordw z ziela przymiotna
kanadyjskiego na liczbe plytek krwi.

Celem badania bylto okreslenie wpltywu wyciagow z surowca Swiezego stabilizowanego oraz
z surowca suszonego na wskazniki hematologiczne, w tym liczbe plytek krwi. Badanie to
przeprowadzone zostalo in vivo, na szczurach rasy Wistar. Oprocz wskaznikow hematologicznych
krwi, ocenie poddano réwniez rozmazy krwi, ktére mialy na celu uwidocznienie ewentualnych
zmian w ukladzie bialokrwinkowym oraz czesto$¢ wystepowania zjawiska emperipolezy w szpiku

kostnym, ktéry pobrany zostal na konicu eksperymentu, po uSmierceniu zwierzat.

14.5.1. Ocena wskaznikow hematologicznych krwi.

a) RBC (erytrocyty)

Poréwnanie poczatkowej ilosci erytrocytow w kazdej grupie zwierzat nie wykazato
istotnych statystycznie r6znic. Analiza statystyczna wykazala, ze po czwartym tygodniu
eksperymentu, ilo$¢ erytrocytow w kazdej z badanych grup, w tym takze w grupie kontrolnej byta
istotnie statystycznie wyzsza niz na poczatku eksperymentu. Nalezy jednak zauwazy¢, ze nie udalo
sie zaobserwowac¢ zadnych istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami na zadnym etapie
eksperymentu. Wywnioskowa¢ mozna wiec, ze wzrost iloSci erytrocytow jest zjawiskiem
naturalnym, bedacym efektem dojrzewania zwierzecia. Nalezy zauwazy¢, ze ilo$¢ erytrocytéw u
poszczegblnych grup zwierzat przez caly czas trwania eksperymentu miescila si¢ w granicach norm

podawanych przez literature [99].
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b) HCT (hematokryt)

Por6éwnanie hematokrytu we wszystkich grupach na poczatku eksperymentu nie wykazato
pomiedzy nimi istotnych statystycznie roznic. Podczas trwania eksperymentu rowniez nie
odnotowano istotnych statystycznie r6znic w wartosciach hematokrytu pomie¢dzy grupami. Jedynie
w czwartym tygodniu eksperymentu grupa III miala istotnie wyzszy hematokryt niz grupa I. W
pozostatych grupach réznic nie stwierdzono. Hematokryt jest frakcja objetoSciowa erytrocytow w
pelnej krwi. Jego warto$¢ zalezy od takich czynnikéw jak nawodnienie organizmu czy ilo$¢
erytrocytow [89]. Nieznaczne wahania poziomu hematokrytu w trakcie trwania badania, w tym
takze widoczny na wykresie (Rycina 18) silny jego wzrost w grupie III, przypisa¢ nalezy raczej
fizjologicznym procesom wzrostu i rozwoju zwierzecia, niz wplywowi testowanych wyciagow. Za
takim wyjasnieniem przemawia rowniez fakt, iz podczas trwania eksperymentu, liczba erytrocytow
u szczurow nie ulegala istotnie znaczacym wahaniom. Dane literaturowe opisujace badania wpltywu
wyciggow roslinnych na wskazniki hematologiczne krwi, w tym hematokryt, donosza o
rownoczesnym wzro$cie hematokrytu oraz liczby erytrocytéw [100,101]. Wzrost hematokrytu w III

grupie zwierzat przypisa¢ mozna tez ich nieznacznemu, fizjologicznemu odwodnieniu.

¢) MCV ($rednia objetos¢ krwinki czerwonej)

Poréwnanie $redniej objetosci krwinki czerwonej we wszystkich grupach na poczatku
eksperymentu nie wykazalo istotnych statystycznie roznic. Po uptywie czterech tygodni, wskaznik
ten byt u wszystkich grup zwierzat istotnie nizszy w poréwnaniu z warto$ciami startowymi. Nalezy
jednak zwr6ci¢ uwage na fakt, iz na zadnym etapie eksperymentu nie zauwazono istotnych
statystycznie réznic w Sredniej objeto$ci krwinki czerwonej u zadnej z grup. Z uzyskanych
wynikOw mozna wiec wywnioskowac, ze obserwowany spadek wartosci tego wskaZznika nie byt
zalezny od podawania badanych wyciagéw. Nadmieni¢ takze nalezy, ze wartoSci MCV przez caly
czas trwania eksperymentu mie$cily si¢ w granicach podanej w literaturze normy [99], nie ma wiec

roOwniez podstaw aby sadzi¢, ze spadek ten byt przyczynga procesu o charakterze patologicznym.

d) HGB (ste¢zenie hemoglobiny)

Poréwnanie poczatkowego stezenia hemoglobiny u kazdej z grup zwierzat wykazalo, ze
bylo ono istotnie statystycznie wigksze w grupie kontrolnej niz w grupach I i III. Po uplywie

tygodnia grupa kontrolna miala réwniez istotnie statystycznie wyzsze stezenie hemoglobiny niz
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grupa II. Po dwoch tygodniach stezenie hemoglobiny w grupie kontrolnej byla istotnie statystycznie
wyzsza rdwniez w poroéwnaniu z grupa IV. W trzecim tygodniu eksperymentu stezenie hemoglobiny
we wszystkich grupach uleglo wyréwnaniu, tak aby w czwartym tygodniu grupa kontrolna miala je
istotnie wyzsze tylko w poréwnaniu z grupg I'V.

Z danych literaturowych wynika, Ze stezenie hemoglobiny oraz ilo$¢ erytrocytow u
szczurow podlegaja (w przyblizeniu) rownoleglym wahaniom. Na stezenie hemoglobiny wplywa
takze w pewnym stopniu wiek oraz waga zwierzecia, a takze sposéb w jaki zostala pobrana krew
[99]. W czasie trwania eksperymentu, w pierwszym i drugim tygodniu zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost stezenia hemoglobiny w grupie kontrolnej w poréwnaniu z grupami badanymi.
Wzrost ten zostal zahamowany w trzecim tygodniu eksperymentu, kiedy to stezenie hemoglobiny
we wszystkich grupach nie réznilo sie¢ w sposob statystycznie istotny. Brak jest danych
literaturowych ktore moglyby potwierdzi¢ wpltyw oleju kukurydzianego na st¢zenie hemoglobiny
we krwi, nie ma wiec podstaw aby sadzi¢, ze jego podawanie moze je zwieksza¢. Zauwazy¢
natomiast mozna, ze po drugim tygodniu eksperymentu rozpoczat si¢ spadek stezenia hemoglobiny
w grupie kontrolnej, podczas gdy w grupach badanych ciaggle ono wzrasta. Zjawisko to wyjasni¢
mozna albo podtrzymujagcym nieco dtuzej wzrost stezenia hemoglobiny dzialaniem wyciggow z
ziela przymiotna kanadyjskiego, albo samoistnym, fizjologicznym spadkiem tego stezenia wskutek
osiggniecia zbyt wysokiego poziomu. W $wietle dostepnych danych literaturowych, stopniowy
wzrost stezenia hemoglobiny wydaje si¢ by¢ procesem fizjologicznym, zwigzanym z dojrzewaniem
zwierzecia [99]. Uzyskane wyniki nie pozwalaja w sposéb jednoznaczny okreslic wplywu

wyciaggow na stezenie hemoglobiny we krwi.

e) MCH ($rednia zawarto$¢ hemoglobiny w krwince czerwonej)

Poréwnanie $redniej zawarto$ci hemoglobiny w krwince czerwonej u wszystkich grup
zwierzat na poczatku eksperymentu wykazalo, ze wskaznik ten byl istotnie statystycznie wyzszy w
grupie kontrolnej niz w grupach I, I i III. Po uptywie dwoch tygodni grupa kontrolna miala istotnie
wyzsze MCH rowniez w porownaniu z grupa I'V. W trzecim tygodniu nastgpilo wyréwnanie i grupy
nie roznily si¢ istotnie wartoScia MCH, natomiast po uplywie czterech tygodni grupa kontrolna
miala istotnie wyzsza $Srednig zawarto$¢ hemoglobiny w krwince czerwonej w stosunku do grup I,
IIT i IV. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzi¢ mozna, ze gwaltowny spadek wartosci
MCH nastepuje w grupie kontrolnej po trzech, podczas gdy w grupach badanych dopiero po
czterech tygodniach trwania eksperymentu, co wida¢ na wykresie (Rycina 21). Mogloby sugerowac

to, ze podawanie wyciagow z przymiotna kanadyjskiego (obydwoch rodzajow i dawek), op6znia
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nieco wystapienie gwaltownego spadku MCH. Z drugiej strony jednak, $rednia zawarto$¢
hemoglobiny w krwince czerwonej przez caly czas trwania eksperymentu miesci si¢ w granicach
literaturowej normy [99], co przeczy istnieniu procesoOw o charakterze patologicznym. Wskaznik
MCH jest pochodng liczby krwinek czerwonych, sredniej objetos$ci krwinki czerwonej (MCV) oraz
stezenia hemoglobiny (HGB) [89]. Fizjologiczne wahania warto$ci tych wskaznikéw moga wiec
wplywaé réwniez na wartos¢ wskaznika MCH. O ile liczba krwinek czerwonych oraz $rednia
objetos¢ krwinki czerwonej pozostawaly podczas trwania eksperymentu na podobnym poziomie u
wszystkich grup (nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic pomiedzy tymi wskaznikami u
zadnej z grupy, zmiany ich warto$ci byly poréwnywalne pomiedzy grupami), o tyle stezenie
hemoglobiny w grupie kontrolnej bylo wyzsze niz w grupach badanych (patrz punkt d), co

thumaczy¢ moze obserwowane zmiany wartosci wskaznika MCH.

f) MCHC ($rednie st¢zenie hemoglobiny w krwince czerwonej)

Poréwnanie Sredniego st¢zenia hemoglobiny w erytrocytach u wszystkich grup zwierzat na
poczatku eksperymentu wykazato, ze wskaznik ten byl istotnie statystycznie wyzszy w grupie
kontrolnej niz w grupach I, II, III i IV. Po uplywie tygodnia nastgpilo wyrownanie. W drugim
tygodniu eksperymentu warto§¢ MCHC powr6cila do wartosci startowej, by w trzecim tygodniu
znoéw sie wyrownac. Do konca eksperymentu nie stwierdzono juz istotnych statystycznie roznic
pomiedzy grupami.

Wartos¢ $redniego stezenia hemoglobiny w krwinkach jest, podobnie jak $rednia zawarto$¢
hemoglobiny w krwince czerwonej, pochodng liczby erytrocytéw, poziomu hemoglobiny oraz
sredniej objetosci krwinki czerwonej [89]. Fizjologiczne wahania wartos$ci tych wskaznikéw moga
wplywa¢ rowniez na warto$¢ wskaznika MCHC. Srednia zawarto$¢ hemoglobiny w krwince
czerwonej byla poczatkowo istotnie wyzsza w grupie kontrolnej w poréwnaniu z innymi grupami,
co przeklada si¢ na istotnie wyzsza w poréwnaniu z innymi grupami warto$¢ $Sredniego stezenia
hemoglobiny w krwince czerwonej. Wahania wartosci tego wskaznika w trakcie trwania
eksperymentu nalezy raczej przypisa¢ fizjologicznym procesom towarzyszacym rozwojowi
zwierzat niz wplywowi podawanych wyciagoéw. Nalezy zauwazy¢, ze przez caly czas trwania

eksperymentu warto$¢ MCHC znajdowala sie w granicach podawanej w literaturze normy [99].
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g) WBC (leukocyty)

Poréwnanie poczatkowej ilosci leukocytow u pieciu grup zwierzat wykazalo, iz w grupie
kontrolnej byla ona istotnie wyzsza niz w grupach I, II i III. Ponadto w grupie IV ilo$¢ leukocytow
byla istotnie wigksza niz w grupie I. Analiza zmian ilo$ci leukocytow w czasie wykazala, iz po
uptywie tygodnia grupa kontrolna miala wyzsza ich ilo$¢ jedynie w stosunku do grupy I, natomiast
po uplywie dwoch tygodni wykazano, ze grupy przestaly rozni¢ si¢ miedzy soba i stan taki
utrzymatl sie do konca eksperymentu. Po czwartym tygodniu eksperymentu jedynie u grupy IV, a
wigc przyjmujacej wyciag z surowca $wiezego stabilizowanego w dawce 200 mg/kg m.c., oraz u
grupy kontrolnej, otrzymujacej olej kukurydziany w dawce 2 ml/kg m.c., zaobserwowano istotne
statystycznie obnizenie ilosci leukocytow w stosunku do wartosci poczatkowych.

W eksperymencie nie wykazano wplywu wyciggu z suszonego ziela w zadnej ze
stosowanych dawek oraz wyciagu z ziela Swiezego stabilizowanego w dawce 100 mg/kg m.c. na
ilos¢ leukocytow. Przez caly czas trwania badania utrzymywala si¢ ona na stalym poziomie. W
grupie kontrolnej poczatkowa ilos¢ leukocytéw byla istotnie statystycznie wyzsza niz w grupach I,
IT i III. Ponadto w grupie IV ilo$¢ leukocytéw byla istotnie statystycznie wyzsza niz w grupie 1.
Wyzsza ilos¢ leukocytéw w tych grupach wyjasni¢ mozna jej duzymi osobniczymi wahaniami u
szczurdéw, o czym donosi literatura [99], potencjalnym procesem infekcyjnym lub zapalnym, ktéry
w danym momencie mogt doprowadzi¢ do jej chwilowego zwigkszenia. Obnizenie si¢ poziomu
biatych cialek krwi w tych grupach w dalszych etapach eksperymentu, wytlumaczy¢ nalezy raczej
dzialaniem naturalnych mechanizméw regulacyjnych niz wplywem oleju kukurydzianego badz
wyciagu ze Swiezego stabilizowanego surowca w dawce 200 mg/kg m.c. W dostepnej literaturze
brak jest informacji na temat potencjalnego wplywu oleju kukurydzianego na liczbe leukocytow.
Brak jest takze takich danych w przypadku wyciggoéw z ziela przymiotna kanadyjskiego, jednak aby
dowies¢ wplywu wyciagu Swiezego stabilizowanego w tej dawce na podwyzszony poziom
leukocytow, nalezaloby réwniez sprawdzi¢, jak przy ich zwigkszonej ilosci dziala¢ beda wyciagi z

surowca suszonego oraz wyciag z surowca swiezego stabilizowanego w dawce 100 mg/kg m.c.

h) PLT (trombocyty)

Zaréwno na poczatku eksperymentu jak i w czasie jego trwania nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic w iloéci trombocytow pomigdzy poszczegdlnymi grupami zwierzat. Wyjatek
stanowi jedynie pierwszy tydzien eksperymentu, kiedy ilo$¢ plytek krwi byla istotnie wigksza w

grupie kontrolnej w porownaniu z pozostalymi grupami. Réznica ta jest najprawdopodobniej
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wynikiem chwilowego zaburzenia fizjologicznej rownowagi, ktora szybko wrdcila do normy.
Liczba plytek krwi u szczurow wykazuje dos¢ duze wahania, ktére widoczne sa takze na wykresie
(Rycina 24). Wedtug danych literaturowych liczba ptytek moze wynosi¢ nawet od 121 000 do 1 200
000, przy czym przecietnie wynosi ok 640 000. Wplyw na nig moze mie¢ takze sam proces
pobierania krwi do badania, jako Zze trombocyty sa podatne na aglutynacje oraz rozpad [99]. Na
podstawie analizy otrzymanych wynikéw nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢ doniesien
literaturowych, jakoby wyciagi z ziela przymiotna kanadyjskiego mialy zwigksza¢ liczbe plytek
krwi [33,34,44]. W przeprowadzonym eksperymencie wycigg z suszonego oraz $wiezego
stabilizowanego ziela przymiotna kanadyjskiego nie wplynal w Zadnym stopniu na liczb¢ plytek
krwi u zdrowych szczuréw. Wyjasnienie ewentualnego wplywu takich wyciaggéow na patologicznie
obnizong liczbe trombocytéw wymagatoby przeprowadzenia eksperymentu z wykorzystaniem

zwierzecego modelu matoplytkowosci.

14.5.2. Ocena skladu odsetkowego bialych krwinek.

W celu okre$lenia wplywu wyciggow z ziela przymiotna kanadyjskiego na skiad odsetkowy
bialych krwinek wykonano rozmazy krwi, ktére wybarwiono metoda Pappenheima. Podczas oceny
zmian skladu odsetkowego pod uwage brano granulocyty obojetnochlonne (neutrofile) oraz
limfocyty.

Poréwnanie ilosci granulocytow u pieciu grup zwierzat na poczatku eksperymentu
wykazalo, ze ich poziom w grupie kontrolnej byl istotnie statystycznie nizszy niz w grupach II i IV.
Ponadto w grupie I bylo istotnie mniej granulocytéw obojetnochtonnych niz w grupie IV. Po
uplywie tygodnia roznice te zanikly, dopiero po trzecim tygodniu eksperymentu poziom
neutrofilow w grupie kontrolnej byl istotnie wyzszy niz w grupie IV, jednak réznice te ponownie
zanikly w tygodniu czwartym.

Réznice pojawiajace sie¢ po trzecim tygodniu eksperymentu potraktowa¢ mozna jako
artefakt, poniewaz maja charakter chwilowy. Po czterech tygodniach poziom granulocytéw
obojetnochtonnych w grupach 1II i III byl istotnie statystycznie nizszy w porownaniu z warto$ciami
startowymi. Mogloby to sugerowa¢, ze mata dawka wyciagu z surowca $wiezego stabilizowanego
oraz duza dawka wyciggu z surowca suchego powoduja obnizenie liczby neutrofilow.
Zastanawiajacy wydaje si¢ jednak calkowity brak wplywu duzych dawek wyciaggu $wiezego
stabilizowanego oraz matych wyciggu suchego. Sugerowa¢ moze to fizjologiczny charakter zmian
w grupach II i III. Ponadto catkowita liczba leukocytow w grupie II i III nie zmienila si¢ w sposob

istotny statystycznie podczas trwania eksperymentu w stosunku do warto$ci startowych (patrz punkt
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g). Oznacza to ze w grupach tych nastapilo jedynie przesuniecie w rozmazie w kierunku
neutrofiléw, co moze by¢ spowodowane czynnikami takimi jak np. zakazenie bakteryjne, grzybicze
czy infekcja wirusowa i inne [88]. Liczba granulocytow obojetnochltonnych podczas trwania
eksperymentu utrzymuje si¢ w granicach podawanych w literaturze norm [99]. Obnizajagcemu
poziom granulocytow obojetnochlonnych wplywowi podawanych wyciagéw zdaje si¢ takze
przeczy¢ fakt, iz spadek ich ilo$ci nie nastepuje w sposob ciagly (Rycina 25), ale w trzecim
tygodniu eksperymentu dochodzi do zwigkszenia ich ilo$ci. Pomimo wigc istotnego zmniejszenia
sie ilosci granulocytow obojetnochtonnych w grupach II i III, watpliwym wydaje sie fakt, aby bylo
to spowodowane dzialaniem podawanych wyciagow.

Poréwnanie ilosci limfocytow u pieciu grup zwierzat na poczatku eksperymentu wykazato,
ze w grupie IV ich liczba byla statystycznie wyzsza niz w grupach I i III. Po uplywie tygodnia
istotna roéznica pozostawata tylko pomiedzy grupa IV i I, a po dwéch tygodniach réznice catkowicie
zanikly. W czwartym tygodniu eksperymentu jedynie grupa I posiadala istotnie wyzsza liczbe
limfocytow w porownaniu do warto$ci poczatkowe;j.

Limfocyty sa frakcja leukocytow mogaca podlega¢ duzym wahaniom w organizmie szczura.
Istotny wplyw na ich liczbe moga mie¢ nawet takie czynniki jak stres wywolany pobraniem krwi,
czy tez sposob jej pobrania [99]. Z uzyskanych wynikéw wnioskowa¢ mozna, ze badane wyciagi
nie wywieraja istotnego wplywu na rozmiar frakcji limfocytow u zwierzat. Jedynie u grupy I, a
wiec przyjmujacej dawke 100 mg/kg m.c. wyciagu z surowca suszonego, zaobserwowano istotnie
wyzszy, w odniesieniu do warto$ci poczatkowych, poziom tych krwinek. Zjawisko to nalezy
thumaczy¢ raczej wplywem czynnikéw Srodowiskowych niz dzialaniem wyciggu. Nie stwierdzono
zwiegkszenia ilosci limfocytow (w odniesieniu do warto$ci poczatkowej) u pozostatych grup
zwierzat. Roznice wystepujace na poszczegdlnych etapach eksperymentu rowniez wytlumaczy¢
nalezy raczej wplywem czynnikéw Srodowiskowych niz wyciggow, jako ze maja charakter
krotkotrwaly. We wszystkich grupach zwierzat (oprocz 1) przez caly czas trwania eksperymentu
wida¢, Zze wahania poziomu limfocytéw przebiegaja w podobny sposob, niezaleznie od
przyjmowanej substancji i jej dawki, co zaobserwowa¢ mozna na wykresie (Rycina 26).
Obserwacja ta rowniez zdaje si¢ przeczy¢ wplywowi wyciggdéw na poziom limfocytow u badanych

zwierzat.

14.5.3. Zjawisko emperipolezy w szpiku kostnym u szczurow.

Emperipoleza jest zjawiskiem polegajacym na czynnym wniknigciu jednej komorki do

drugiej. Obydwie komorki zachowuja swoja strukture oraz odrebno$¢. Komoérka wnikajaca moze
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by¢ neutrofil, limfocyt, erytroblast, a nawet niedojrzate formy szpiku. Komoérka przyjmujaca jest
megakariocyt. Zjawisko to obserwuje si¢ czesto w takich chorobach ukladu krwiotworczego jak
przewlekle i ostre bialaczki, chtoniak Hodgkina, trombocytopenia, czy zwloknienie szpiku.
Emperipoleza moze wystepowac jednak rowniez w warunkach fizjologicznych, w prawidtowym
szpiku kostnym. Przykladowo, u mlodych okolo 2-12 miesigcznych szczurow wystepuje rzadko —
srednio w 0,3% przypadkow, jednak wraz z wiekiem liczba ta wzrasta. U szczurow 18-24
miesiecznych zjawisko to wystepuje w 2-5% przypadkow [102]. Patofizjologiczna rola
emperipolezy pozostaje do dzi§ niewyjasniona, jednak zauwazono Zze nasila si¢ ona np. w
przypadku duzej utraty krwi czy niedoborow zelaza, a ulega zmniejszeniu podczas narazenia na
niektore substancje toksyczne jak np. akrylamid [103]. Autorzy opisujacy to zjawisko, nie znaja
losu komorek wewnatrz megakariocyta, czy dochodzi do ich rozpadu, czy tez opuszczaja te
komorki.

Celem eksperymentu bylo okreSlenie, czy wyciagi z ziela przymiotna kanadyjskiego maja
wplyw na czesto$¢ wystepowania procesu emperipolezy w szpiku kostnym u szczuréw, ktére te
wyciagi przyjmowaly. Analiza sporzadzonej dokumentacji fotograficznej wykazala brak roznic w
czestos$ci wystepowania tego zjawiska pomiedzy grupami zwierzat. Zarowno w grupie kontrolnej,
jak i w grupach badanych emperipoleza zauwazalna byla $rednio w 5 na 100 obserwowanych
megakariocytach, a wiec w 5% przypadkéw. Warto$¢ ta zgodna jest z opisywang w literaturze
fizjologiczng czesto$cig wystepowania emperipolezy u szczurow w wieku 18-24 miesiecy [102].
Mozna stwierdzi¢ wiec ze wyciagi z ziela przymiotna kanadyjskiego nie maja wplywu na
opisywane wyzej zjawisko w zadnej z zastosowanych dawek, co $wiadczy o braku ich

toksycznosci.

14.6. Ocena aktywnoS$ci przeciwzapalnej wyizolowanych monogalaktozylodiacyloglicerolu i
digalaktozylodiacyloglicerolu oraz wyciaggéw z surowca suszonego i $wiezego stabilizowanego za

pomocy testu denaturacji albumin (albumin denaturation assay).

Niektore zrodla literaturowe zalecaja ziele przymiotna kanadyjskiego jako $rodek o
dzialaniu przeciwzapalnym, nadajacy si¢ do stosowania w schorzeniach takich jak lumbago,
artretyzm czy reumatyzm [12,34,35]. Istnieje jednakze tylko jedno badanie dotyczace
przeciwzapalnej aktywnosci tego surowca. Lenfeld i wsp. [43] wykazali przeciwzapalne dzialanie
wyciggow z surowca suszonego, w modelu obrzeku karageninowego u szczura. Do dzi$ pozostaje
jednak niezbadana ewentualna aktywno$¢ przeciwzapalna wyciagu z surowca Swiezego. Nie znany

jest takze mechanizm dzialania przeciwzapalnego surowca.
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Istnieje natomiast sporo doniesien literaturowych na temat przeciwzapalnego dzialania
galaktozylodiacylogliceroli izolowanych z roznych gatunkéw ro$lin. Ich aktywno$¢ przeciwzapalna
testowana byla zaréwno w warunkach in vivo [75] jak i in vitro [74]. Szczegblnie duzo prac
poswieconych jest tzw. galaktolipidowi GOPO ((2S)-1,2-di-O-[(9Z,12Z,15Z)-oktadeka-9,12,15-
trieno]-3-O-B-D-galaktopiranozyloglicerol), ktéry jest jednym z gléwnych skladnikéw owocow
dzikiej r6zy i wywiera dzialanie przeciwzapalne w takich chorobach jak reumatyzm czy artretyzm
[71,72,73,74]. Ustalono, ze aktywno$¢ przeciwzapalna galaktozylodiacylogliceroli moze by¢
wynikiem inhibicji cyklooksygenazy typu I i II [104] lub hamowania chemotaksji leukocytow
[72,74].

Ocene aktywno$ci przeciwzapalnej wyciagow oraz wyizolowanych zwigzkéw
przeprowadzono w oparciu o metode opracowang przez Mizushina i wsp. [105], ktérag poddano
niewielkim modyfikacjom. Metoda ta wykorzystuje zdolno$¢ niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych do hamowania koagulacji cieplnej albumin osocza. Zapobiegaja one zaréwno
zmniejszeniu rozpuszczalnoséci albumin, jak i zwigkszeniu ich lepkosci, ktore to procesy zwykle
towarzysza zmianom strukturalnym zachodzacym w biatkach podczas denaturacji [106]. Metoda ta
pozwala na relatywnie szybka ocene aktywnoS$ci przeciwzapalnej zarowno zwigzkow syntetycznych
[95], jak i zwiazkow pochodzenia naturalnego [91,92,93,94] w warunkach in vitro.

Zar6wno badane wyciagi jak i wyizolowane zwigzki analizowane byly w 5 roznych
stezeniach. Kazda proba analizowana byla trzykrotnie, a do obliczen wykorzystano wynik
usredniony. Proba kontrolna negatywna przeprowadzona zostala dla roztworu wodnego albuminy
bydlecej bez zadnych dodatkéw. Préba kontrolna pozytywna przeprowadzona zostala dla kwasu
acetylosalicylowego w rozcieficzeniach 100 i 200 pg/ml. Z otrzymanych wynikéw wnioskowaé
mozna o braku aktywnosci przeciwzapalnej w przeprowadzonym teScie zarOwno wyciaggow z
surowca $wiezego stabilizowanego i suszonego, jak i wyizolowanych zwigzkow: mono- oraz
digalaktozylodiacyloglicerolu. Najwyzszy stopien zahamowania denaturacji albumin otrzymano w
przypadku wyciaggu z surowca suchego (10,19% przy stezeniu 100 pg/ml) oraz dla
digalaktozylodiacyloglicerolu (12,13% przy stezeniu 500 pg/ml). Wyniki dla zwigzku kontrolnego,
uznanego leku o dzialaniu przeciwzapalnym, jakim jest kwas acetylosalicylowy, byly jednak
wielokrotnie wyzsze, wynosily bowiem 83,25% dla stezenia 100 pg/ml oraz 97,57% dla stgzenia
200 pg/ml. Brak aktywnos$ci przeciwzapalnej wyzej wymienionych zwigzkoéw w przeprowadzonym
teScie nie stoi w sprzecznosci z danymi literaturowymi potwierdzajacymi taka aktywno$¢ zar6wno
dla samego wyciggu z surowca suchego [43] jak i izolowanych galaktozylodiacylogliceroli
[71,72,73,74,75,104]. Zdolno$¢ do hamowania denaturacji cieplnej albumin osocza nie jest cecha

wszystkich $rodkow o dzialaniu przeciwzapalnym. Wykazuja ja glownie zwigzki o charakterze
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kwasnym [105]. Efekt przeciwzapalny nie zawsze jest tez wynikiem bezposredniego zahamowania
aktywnos$ci cyklooksygenaz typu I i II. W leczeniu wielu choréb o etiologii zapalnej, jak np.
reumatoidalne, czy tuszczycowe zapalenie stawow lub wrzodziejace zapalenie jelita grubego
stosowane s3 czesto leki dzialajace na innej drodze, poprzez hamowanie migracji leukocytow,
proliferacji komorek i syntezy protein. Leki takie nie hamuja indukowanej temperaturg denaturacji
albumin [106]. Przeciwzapalna aktywno$¢ galaktozylodiacylogliceroli, pomimo braku aktywnosci
w teScie denaturacji albumin, pozostaje niepodwazalna w $wietle dostgpnych danych
literaturowych. Dokladniejszej analizy wymaga jednak potencjalna aktywno$¢ wyciggu z
suszonego ziela przymiotna kanadyjskiego, ktory dal negatywny wynik w teScie denaturacji
albumin, jednak, jak donosi literatura, wykazal aktywnos$¢ w teScie obrzeku karageninowego lapy
szczura [43]. Dalsze badania konieczne s3 w przypadku wyciggu z surowca S$wiezego
stabilizowanego. Zasadnym wydaje sie sprawdzenie, czy podobnie jak wycigg z surowca

suszonego, okaze si¢ on aktywny w innych modelach reakcji zapalnej.

14.7. Ocena aktywnosci cytotoksycznej wyciaggdbw =z surowca suszonego i S$wiezego

stabilizowanego oraz wyizolowanych mono- i digalaktozylodiacyloglicerolu.

Ziele przymiotna kanadyjskiego nie jest wykorzystywane w medycynie ludowej jako $rodek
o dzialaniu przeciwnowotworowym. Pomimo tego, jak opisane zostalo w punkcie 4.5.1, wyciagi z
ziela tej rosliny oraz pewne zwiazki z niego wyizolowane wykazuja aktywno$¢ cytotoksyczng
wobec niektorych linii komorek nowotworowych. Nalezy wymieni¢ tu migdzy innymi takie linie
komorkowe jak Hep-2 (nowotwor krtani), MCF7 (nowotwor piersi), Hel.a (nowotwor jajnika),
A431 (nowotwor nabtonka) oraz mysich komorek czerniaka B16. W niniejszej pracy podjeto probe
rozszerzenia aktualnego stanu wiedzy na temat aktywnosci cytotoksycznej wyciaggow z ziela
przymiotna, dokonujac jej oceny wzgledem linii komorkowych nowotworu prostaty szczura AT-2,
linii komérkowych nowotworu prostaty cztowieka DU145 (o mniejszym stopniu zlosliwosci) i
PC3 (o wigkszym stopniu zlosliwosci), a takze linii prawidlowych ludzkich komoérek nabtonka
prostaty PNT-2. Ocenie poddano takze wyizolowane z wyciagow zwiazki.

Wobec szczurzych komorek nowotworu prostaty AT-2 najwigeksza aktywnos$cia odznaczat
sie wyciag z surowca suszonego. ECsy wynosito w tym przypadku 100 pg/ml. Nalezy jednak wzig¢
pod uwage fakt, ze wedlug danych literaturowych, zwigzek lub wyciag posiada skuteczna
aktywnos$¢ cytotoksyczng, jesli wartos¢ ECsy wynosi maksymalnie 50 ng/ml [107]. Wyizolowany
digalaktozylodiacyloglicerol byl skuteczny jedynie w najwigkszych stezeniach (tj. 50 i 100 pg/ml),

jednak stezenia te stanowily wartos$ci ECso. Zarowno monogalaktozylodiacyloglicerol jak i wyciag z
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surowca $Swiezego stabilizowanego okazaly sie praktycznie nieaktywne wobec komorek AT-2. W
przypadku ludzkich komorek nowotworu prostaty DU145 najbardziej aktywny okazat sie, podobnie
jak w przypadku komoérek AT-2, wyciag sporzadzony z surowca suszonego. ECs, wynositlo w tym
przypadku okoto 30 pg/ml. Wyciag z surowca $wiezego stabilizowanego dzialal zdecydowanie
stabiej, poniewaz nawet stezenie 100 pg/ml nie spowodowalo $mierci 50% badanych komorek.
Wyizolowane mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerol wykazywaly poréwnywalne, umiarkowane
dzialanie. ECs) mieScitlo si¢ w przedziale 50-70 pg/ml. Zauwazy¢ mozna zdecydowanie lepsza
aktywno$¢ zaré6wno wyciagow, jak i wyizolowanych zwigzkéw wobec ludzkich komérek DU145
niz szczurzych komorek AT-2. Wobec ludzkich komorek nowotworu prostaty PC3 najwyzsza
aktywno$¢ wykazal wyciag z surowca suszonego. ECs, wynosito w tym przypadku okoto 50 pg/ml.
Mozna zauwazy¢, ze w przypadku komoérek DU145 ten sam wyciag powodowal $mier¢ 50%
komorek nowotworowych juz przy stezeniu okolto 30 pg/ml, byl wiec aktywniejszy. Fakt ten
wytlumaczy¢ mozna wigksza zlosliwoscia, a co za tym idzie takze odpornoscia komoérek PC3 w
porownaniu z komérkami DU145. Aktywno$¢ wyciagu z surowca $Swiezego stabilizowanego byla
mniejsza niz wyciggu z surowca suszonego i wygladala podobnie jak w przypadku komoérek
DU145. ECsy wynosilo nieco powyzej 100 pg/ml. Zar6wno mono- jak i
digalaktozylodiacyloglicerol byly praktycznie nieaktywne (ECsy duzo powyzej 100 pg/ml).
Ostatnim etapem badania bylo sprawdzenie aktywno$ci cytotoksycznej wyciaggdw oraz
wyizolowanych zwigzkéw wzgledem prawidlowych komorek nablonka prostaty ludzkiej PNT-2.
Oznaczenie takie mialo na celu okres$lenie selektywnosci dzialania wyciggdéw oraz zwigzkow.
Najwigksza selektywno$¢ dzialania w badaniu wykazatl wyciag z surowca suszonego, ktory byt
praktycznie nieaktywny wzgledem komorek PNT2. Wyciag z surowca stabilizowanego byt
zdecydowanie mniej selektywny. Wyizolowany digalaktozylodiacyloglicerol dzialal bardzo stabo,
jednak jego dzialanie w przypadku komorek nowotworowych (za wyjatkiem linii DU145) réwniez
bylo stabe. Mozna wiec powiedzie¢, ze zwiazek ten byl selektywny w dzialaniu w poréwnaniu do
wplywu na  komorki DU145. Podobnie  wygladala  aktywno$¢  wyizolowanego
monogalaktozylodiacyloglicerolu, ktory okazal si¢ réwniez selektywny w dzialaniu w porownaniu
do swojego wplywu na komorki DUI145. Podsumowujagc mozna stwierdzi¢, iz generalnie
najwieksza aktywno$¢ wobec ludzkich komdrek nowotworowych DU145 i PC3 wykazal wyciag z
surowca suszonego. Odznaczal si¢ on takze najwigksza selektywno$cia dzialania. ECsy w przypadku
tego wyciggu miescito si¢ zwykle w przedziale 30-50 pg/ml, co $wiadczy¢ moze o wyraznie
zarysowanej aktywnos$ci cytotoksycznej [107]. Aktywno$¢ wyciggu z surowca suszonego byta
zdecydowanie mniejsza niz stosowanego jako pozytywna kontrola mitoksantronu, jednak na

korzy$¢ wyciagu niewatpliwie przemawia fakt, iz jest on bardziej niz mitoksantron selektywny i
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tym samym nie wywoluje zaburzen rozwoju komorek prawidlowych. Komorki DU145 jako mniej
zlosliwe, latwiej niz komorki PC3 poddawaly sie dzialaniu badanych wyciagéow i zwigzkow.
Najwyzsza odporno$¢ cechowala szczurze komorki AT-2. Galaktozylodiacyloglicerole sa
zwigzkami o niskiej aktywnos$ci cytotoksycznej. Z dostepnych w literaturze danych opisujacych
aktywno$¢ tych zwiazkéw wzgledem innych linii komérkowych jak A549, BALL-1, Hela, Molt-4
czy NUGC-3 wynika, ze wartosci ECso zawieraly sie w przedziale 58,5-81,7 pug/ml [65]. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze w stosunku do komorek prostaty PC3 zwiazki te sg praktycznie nieaktywne,
natomiast w stosunku do komorek DU145 ich aktywnos$¢ jest poréwnywalna z t3 opisywang w

literaturze wobec innych linii komoérkowych.
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15. Whnioski.

Na podstawie analizy zgromadzonych wynikéw wyciagna¢ mozna nastepujace wnioski:

1. Wyciag z surowca $wiezego stabilizowanego bogaty jest w galaktozylodiacyloglicerole, ktore nie
wystepuja jednak w wyciagu z surowca suszonego. Przyczyna braku tych zwigzkow w surowcu
suszonym jest ich rozklad, nastepujacy podczas procesu suszenia. Analiza, przeprowadzona za
pomoca metod chromatograficznych i widmowych, wykazala, iz gléwnymi zwigzkami obecnymi w
wyciagu z surowca Swiezego stabilizowanego sa mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerol. Zwiazki
te, z ziela przymiotna kanadyjskiego, zostaly wyizolowane po raz pierwszy. Analiza ilo§ciowa
wykazala, Zze przez caly okres wegetacji rosliny zawarto$¢ tych zwigzkow utrzymuje si¢ na staltym
poziomie, przy czym zawarto$¢ digalaktozylodiacyloglicerolu jest wigksza  niz

monogalaktozylodiacyloglicerolu.

2. Nie udalo si¢ w sposob jednoznaczny potwierdzi¢ korzystnego wplywu wyciagow z ziela
przymiotna kanadyjskiego na wskazniki hematologiczne krwi obwodowej u zdrowych zwierzat,
jednak nie mozna tez wykluczy¢ takiego dzialania w przypadku organizmu u ktérego, wskutek
roznego rodzaju proceséw patologicznych, doszto do zmian warto$ci tych wskaznikéw. W tym celu
konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan, z wykorzystaniem odpowiednich modeli
zwierzecych (np. modelu maloplytkowos$ci). Zauwazy¢ nalezy takze, ze wyciagi z ziela przymiotna
nie wywieraja zadnego negatywnego wplywu na badane wskazniki hematologiczne, a takze nie
wplywaja na liczebno$¢ populacji neutrofiléw oraz limfocytow, co uwidocznione zostalo w
wykonanych rozmazach krwi obwodowej. Nie zaobserwowano roéwniez zwigkszenia czestosci
wystepowania procesu emperipolezy w szpiku kostnym zwierzat przyjmujacych badane wyciagi, co

$wiadczy¢ moze o braku ich toksycznosci.

3. Drzialanie przeciwzapalne wyciaggéw oraz wyizolowanych galaktozylodiacylogliceroli w
zastosowanym Ww niniejszej pracy teScie bylo bardzo slabe. Pomimo duzej zawarto$ci
galaktozylodiacylogliceroli o udokumentowanej aktywno$ci przeciwzapalnej, wyciag z surowca
Swiezego stabilizowanego nie wykazal takiego dzialania. W $wietle dostepnych danych
literaturowych konieczne jednak wydaje si¢ przeprowadzenie dalszych badan, w celu ostatecznej
weryfikacji aktywnos$ci przeciwzapalnej zarowno wyciaggéw, jak i wyizolowanych zwigzkéw, jako
Ze moze opiera¢ si¢ ona na innym mechanizmie dzialania. Nalezaloby przeprowadzi¢ badania in

vivo w indukowanym procesie zapalnym oraz oceng stezen mediatorow procesu zapalnego.
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4. Najwigksza aktywnoscia cytotoksyczng wzgledem szczurzych linii komorek nowotworu prostaty
AT-2 oraz ludzkich linii komoérek nowotworu prostaty DU145 i PC3 odznaczal si¢ wyciag z
surowca suszonego. Posiadal on tez najwigksza selektywno$¢ dzialania. Wyizolowane
galaktozylodiacyloglicerole wykazywaly aktywnos$¢ cytotoksyczng jedynie wobec komorek linii
DU145. Wobec pozostatych byly praktycznie nieaktywne. Zasadnym wydaje si¢ ocena aktywnosci
wyciagéw oraz wyizolowanych zwigzkéw wzgledem innych, nieprzebadanych do tej pory linii

komérkowych.
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16. Streszczenie.

Chromatograficzne poroéwnanie metanolowych wyciggdéw z suszonego oraz S$wiezego
stabilizowanego ziela przymiotna kanadyjskiego (Erigeron canadensis L. Cronq) wykazalo istotne
roznice w skladzie tych wyciagéw. W wyciagu z surowca $wiezego stabilizowanego stwierdzono
obecno$¢ zwiazkow, ktore zidentyfikowane zostalty jako mono- oraz digalaktozylodiacyloglicerol.
Zwiazki te wyizolowano z ziela przymiotna kanadyjskiego po raz pierwszy. Wykorzystujac
opracowang i zwalidowang metode densytometryczng okreslono zawarto$¢ tych zwigzkéw w zielu
przymiotna kanadyjskiego. Stwierdzono, iz zawarto$¢ digalaktozylodiacyloglicerolu w ro$linie jest
znacznie wigksza niz zawarto$¢ monogalaktozylodiacyloglicerolu.

W przeprowadzonym na zwierzetach eksperymencie nie udalo si¢ w sposéb jednoznaczny
okresli¢c wplywu wyciggdéw z ziela przymiotna kanadyjskiego na hematologiczne wskazniki krwi
obwodowej. Na podstawie otrzymanych wynikow nie mozna tez poréwnac dzialania dwoch
wyciagow. Z cala pewnos$cia stwierdzi¢ natomiast mozna, ze wyciagi te nie wykazaly negatywnego
dzialania na wskazniki hematologiczne krwi, szpik kostny oraz sklad odsetkowy krwinek bialych.
Nie zwigkszaly tez czestosci wystepowania procesu emperipolezy w szpiku kostnym u szczura.

W tedcie denaturacji albumin dokonano oceny aktywnosci przeciwzapalnej wyciaggoéw oraz
wyizolowanych galaktozylodiacylogliceroli, przy czym ocena aktywnos$ci przeciwzapalnej wyciagu
z surowca $wiezego stabilizowanego przeprowadzona zostala po raz pierwszy. W teScie tym
zarOwno wyciagi jak i wyizolowane zwiazki, wykazaly niska aktywno$¢ przeciwzapalng w
porownaniu z substancja referencyjna, jaka byl kwas acetylosalicylowy.

Okreslono rowniez cytotoksyczng aktywno$¢ wyciaggow oraz wyizolowanych
galaktozylodiacylogliceroli wzgledem ludzkich linii komérkowych nowotworu prostaty DU145
oraz PC3, a takze szczurzych linii komorkowych nowotworu prostaty AT-2 oraz prawidlowych linii
nablonka prostaty PNT-2. Badania na wymienionych liniach komorkowych przeprowadzone zostaty
po raz pierwszy. Najwigksza aktywnos$¢ oraz selektywno$¢ wykazal wyciag z surowca suszonego.
Galaktozylodiacyloglicerole byly praktycznie nieaktywne.

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy niewatpliwie w istotny sposob rozszerzaja
dotychczasowa wiedze na temat przymiotna kanadyjskiego. Konieczne jest jednak przeprowadzenie
dalszych analiz, ktore pozwola lepiej pozna¢ sklad wyciagu z surowca $wiezego stabilizowanego
oraz okresli¢ dzialanie wyciaggdw na patologicznie zmienione wskazniki hematologiczne krwi

obwodowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem plytek krwi.
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