7. Streszczenie

Choroba Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgce zapalenie jelita grubego
nalezg do nieswoistych zapalen jelit charakteryzujgcych sie wieloletnim
przebiegiem i wystepujgcymi naprzemiennie okresami zaostrzen i remisji.
Poczatkowe objawy kliniczne w obu schorzeniach sg podobne. W miare trwania
choroby pojawiajg sie powiktania jelitowe i pozajelitowe, a réznice miedzy ChLC a
WZJG stajg sie bardziej widoczne.

Etiologia NZJ jest niejasna, ale aktualnie najbardziej prawdopodobna wydaje
sie koncepcja o wieloczynnikowym podtozu nieswoistych zapalen jelit.
Wspotdziatanie czynnikéw genetycznych i srodowiskowych w potgczeniu z
oddziatywaniem flory jelitowej moze prowadzi¢ do nasilonej odpowiedzi
immunologiczne] polegajgcej na zwiekszeniu migracji, proliferacji i aktywacji
limfocytow Thl, Th2, Th1l7 oraz zwiekszeniu stezen cytokin prozapalnych, w tym
TNF-a oraz IL-17, ktére warunkujg rozwoj i utrzymanie stanu zapalnego.

Leczenie farmakologiczne NZJ obejmuje stosowanie aminosalicylanow,
glikokortykosteroidéw, lekow immunosupresyjnych i biologicznych. Wobec
przewlektego przebiegu NZJ oraz nie zawsze skutecznej i obarczonej dziataniami
niepozgdanymi farmakoterapii, wcigz aktualne i wuzasadnione sg préby
poszukiwania nowych metod terapii. W badaniach nad nimi stosuje sie
eksperymentalne modele NZJ, ktére pomagajg w wyjasnieniu zlozonej
patogenezy choroby, jak rowniez pozwalajg, co jest szczegdlnie istothe w
kontekscie niniejszej pracy, oceni¢ skutecznos¢ nowych, potencjalnie leczniczych
substancji. Wyr6znia sie cztery grupy modeli doswiadczalnych: zapalenie
indukowane bodzcem chemicznym, wywotane manipulacjami immunologicznymi,
genetycznymi oraz rozwijajgce sie spontanicznie.

W niniejszej pracy oceniano wptyw mangiferyny na przebieg
eksperymentalnego  zapalenia  jelit  wywolanego podaniem kwasu
trinitrobenzenosulfonowego (TNBS). Mangiferyne otrzymano z kigcza
Belamcanda chinensis w wyniku kilkuetapowego procesu. W celu potwierdzenia
tozsamosci chemiczne] otrzymane] mangiferyny przeprowadzono ultraszybkag
chromatografie cieczowg sprzezong ze spektroskopig mas, a weryfikacje jej
czystos$ci wykonano przez oznaczenie ilosciowe. Badanie przeprowadzono na

szczurach, samcach szczepu Wistar przydzielonych losowo do 8 grup



doswiadczalnych (K, C, Maio, Mso, Mioo, CMio, CMso, CMioo). Zapalenie jelit
wywotywano przez doodbytnicze podanie etanolowego roztworu TNBS.
Mangiferyne rozpuszczong w wodzie destylowanej podawano dozotgdkowo za
pomocg metalowej sondy. Po indukcji zapalenia szczury usypiano przez podanie
dootrzewnowe pentobarbitalu i usmiercano przez dyslokacje kregdéw szyjnych.
Nastepnie pobierano 8-centymetrowy odcinek jelita grubego, ktéry oczyszczano,
wazono, oceniano makroskopowo i dzielono wzdtuz na 2 czesci. Pierwszg czesc¢
utrwalano w formalinie do badan histopatologicznych, a drugg zamrazano do
badan biochemicznych. Przy uzyciu gotowych zestawOw o0znhaczano
kolorymetrycznie stezenie MDA i aktywnos¢ SOD oraz immunofluorescencyjnie
stezenia TNF-a i IL-17.

Roéznice w nasileniu zmian zapalnych miedzy poszczegdlnymi badanymi
grupami szczuréw oceniano, uwzgledniajgc mase ciala zwierzgt, mase jelita
grubego, wielko$¢ uszkodzen makro- i mikroskopowych tkanek jelita grubego
oraz wartosci stezen TNF-a, IL-17, MDA i aktywnos¢ SOD w homogenatach
pobranych tkanek jelit.

Podanie TNBS wywoftato u wszystkich szczurow spadek masy ciata oraz
zwiekszenie masy wzglednej jelita grubego, a takze powodowato powstawanie
uszkodzen tkanek jelita grubego ocenianych makro- i mikroskopowo. W
zmienionych zapalnie tkankach jelita grubego dochodzito do zwiekszonego
wywarzania TNF-a, IL-17 i MDA oraz zmniejszenia aktywnosci SOD w
poréwnaniu do tkanek zwierzat kontrolnych. Mangiferyna stosowana u zwierzat
bez TNBS nie wplywata na wartosci tych parametréw. Mangiferyna dziatata
ochronnie, zmniejszajgc nasilenie uszkodzen wywotanych podaniem TNBS.
Mangiferyna w dawkach 30 i 100 mg/kg zmniejszata oceniane makroskopowo |
mikroskopowo uszkodzenia tkanek jelita grubego. Zdolnos¢ mangiferyny do
hamowania wystgpienia objawéw doswiadczalnego zapalenia jelit wynika z jej
dziatlania przeciwzapalnego i antyoksydacyjnego. Ocena stezeh cytokin
prozapalnych wykazata, ze istnieje tendencja do ich mniejszego wytwarzania w
tkankach jelit u zwierzat przyjmujacych mangiferyne przed podaniem TNBS niz u
otrzymujgcych tylko TNBS. Stezenia TNF-a i IL-17 byty mniejsze, gdy stosowano
mangiferyne w dawce 100 mg/kg. Ocena stezenia MDA i aktywnosci SOD

wykazata, ze mangiferyna w kazdej ze stosowanych dawek zmniejszata ilos¢



MDA powstajgcego w tkankach jelita grubego, a w dawce 100 mg/kg zwiekszata
aktywnos¢ SOD.

Podsumowujgc wyniki uzyskane w niniejszym badaniu, mozna stwierdzi¢, ze
mangiferyna tagodzita przebieg doswiadczalnego zapalenia jelit wywotanego
podaniem roztworu TNBS u wszystkich szczuréw. Ochronny wptyw mangiferyny
wynika z jej dziatania przeciwzapalnego, a takze w mniejszym stopniu z dziatania

antyoksydacyjnego.



8. Summary

Inflammatory bowel diseases (IBD), including Crohn's disease and ulcerative
colitis, is characterized by chronic relapsing inflammatory condition of the
gastrointestinal tract, with both overlapping and distinct pathological and clinical
features. Symptoms range from mild to severe during relapses and may
disappear during remissions. Symptoms depend on the segment of the
gastrointestinal tract involved. With the duration of the disease intestinal and
extraintestinal complications occurs. The differences between Crohn’s disease
and ulcerative colitis patients become more visible.

The pathogenesis of IBD is multifactorial and remains still not completely
understood. A complex interaction between the genetic, environmental or
microbial factors can lead to enhanced immune response, which involves
increase migration, proliferation and activation of Thl, Th2 and Th17 cells and
increase concentrations of pro-inflammatory cytokines, including TNF-a and IL-
17, which determine the development and maintenance of inflammation.

Drugs used in inflammatory bowel diseases are chosen on the basis of
disease severity, responsiveness drug toxicity and comprise aminosalicylates,
glucocorticosteroids, immunosuppressant and biological agents. Pharmacological
treatment is not always effective and fraught with side effects of drugs. Thus there
is a need to identify new, more efficient and safe therapy for IBD. A variety of
animal models of intestinal inflammation have been developed to investigate
disease pathogenesis and novel treatment modalities. There are four groups of
experimental models: chemically induced, caused by immune or genetic
manipulation and developing spontaneously.

The aim of this study was to elucidate the impact of mangiferin on 2,4,6-
trinitrobenzensulfonic (TNBS) acid-induced colitis in rats. Mangiferin was isolated
from Belamcanda chinensis rhizome by a multistage process. To confirm the
chemical identity and purity of obtained mangiferin liquid chromatography-mass
spectrometry and quantitative analysis were carried out, respectively. After
adaptation period, seventy nine male Wistar rats were randomly divided into 8
groups: rats receiving distilled water i.g. and once saline p.r. (K), rats receiving
mangiferin at the doses of 10 or 30 or 100 mg/kg i.g. and once saline p.r. (Mo,
Mso, Maoo, respectively), rats receiving distilled water i.g. and once TNBS solution



p.r. (C), groups receiving mangiferin at the doses of 10 or 30 or 100 mg/kg i.g.
and a single administration of TNBS solution p.r. (CMw, CMso, CMaoo,
respectively). Distilled water and mangiferin were given for 16 consecutive days
by gastric tube; saline and TNBS solution were given by rectal catheter at 15" day
of experiment. Rats were sacrificed by the cervical dislocation under deep
pentobarbital anesthesia on the 17" day. For each animal, the distal 8 cm
segment of the colon was removed and longitudinally opened, cleaned, weighed
and examined for macroscopic changes and scored as described in Tab. 2. Then
samples were divided into two pieces. One piece was fixed in 4% buffered
formalin for histopathology assessment and the other was homogenized and kept
frozen until biochemical analyses. Determination of TNF-a and IL-17
concentrations were quantified in large intestinal tissues homogenates by ELISA
kits; determination of MDA concentration and SOD activity were performed using
colorimetric methods. Animal experiments were conducted under principles in
good laboratory animal care, and approved by First Local Ethics Committee for
Experiments on Animals in Wroclaw.

The change of body weight, large intestine mass, macroscopic damage
scores, microscopic damage scores, concentrations of TNF-a, IL-17, MDA and
SOD activity were the parameters for evaluating the degree of inflammation in
IBD in rats.

In the present study, the rats from the TNBS-treatment group developed colitis
resulted in the body weight decrease, the large intestine mass increase and
intestinal tissues damage in comparison to the control group. Lesions in the
intestinal tissues were quantified by a macro- and microscopic damage score.
These lesions were associated with increased expression of TNF-a, IL-17, MDA
and decreased SOD activity compared to the control group. The administration of
mangiferin in the rats not treated with TNBS did not exert any changes of all
studied parameters. Mangiferin exerted a protective effect reducing the intensity
of damage caused by TNBS. Mangiferin at the dose of 30 and 100 mg/kg reduced
macroscopic and microscopic colonic damage score. Assessment of
concentrations pro-inflammatory cytokines showed that there is a tendency for the
lower secretion of TNF-a and IL-17 from intestinal tissues in animals treated with

mangiferin prior to administration of TNBS compared to animals receiving only



TNBS. Only at the dose of 100 mg/kg mangiferin decreased TNF-a and IL-17
concentrations in intestinal tissues compared to the colitis group.

Upon treatment with mangiferin at the doses of 10 and 30 and 100 mg/kg
MDA concentration in intestinal tissues was lower compared to the colitis group.
Mangiferin increased SOD activity in intestinal tissues only at the dose of 100
mg/kg compared to the colitis group.

In summary, mangiferin alleviated the course of TNBS-induced colitis in all
rats. Mangiferin exerted a protective effect on experimental colitis in rats by
modifying the inflammatory response and promoting damaged tissue repair to

improve colonic oxidative stress.



