Streszczenie

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia to choroby sercowo-naczyniowe sg gléwna
przyczyna zgondéw na ktora umiera srednio 18 min ludzi. Uwaza sig, Ze to stres oksydacyjny
stoi u podloza wielu choréb cywilizacyjnych. Jednym z istotnych zalecen ekspertow
Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego jest profilaktyka zywieniowa oparta przede
wszystkim na urozmaicone;j diecie, jak i suplementacji preparatami roslinnymi, ktore bogate sa
w szeroka game naturalnych przeciwutleniaczy czy zwiazkow o aktywnosci antyplytkowej,

takich jak substancje polifenolowe.

Przyktadem rosliny o wielokierunkowym dzialaniu zdrowotnym jest mniszek pospolity
(T. officinale). To szeroko rozpowszechniona na calym swiecie bylina nalezaca do rodziny
astrowatych (4steraceae), ktéra jest bogatym zrodlem zaréwno kwaséw fenolowych,
flawonoidéw, terpenéw, jak i witamin czy skladnikéw mineralnych. Oprécz walorow
smakowych mniszek pospolity od wielu wiekéw byt wykorzystywany jako remedium na wiele
roznych dolegliwosci. Jednak, mimo wielu doniesien i prowadzonych badan nad aktywnoscig
mniszka pospolitego, nadal wystepuja luki w wiedzy na temat wptywu preparatow z tej rosliny
na uktad hemostazy. Dlatego tez, gtéwnym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie
aktywnosci preparatow (ekstraktow i frakcji) wyizolowanych z korzeni, lisci, ptatkow
i owocow mniszka pospolitego (7. officinale) oraz kwasu cykoriowego pod katem wybranych

parametrow stresu oksydacyjnego i hemostazy w warunkach in vitro.

Analiza skladu chemicznego poszczegélnych preparatow byla prowadzona we
wspolpracy z Instytutem Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa w Putawach. Otrzymane
ekstrakty, jak i frakcje byly zasobne w pochodne kwasoéw hydroksycynamonowych, jak
i flawonoidéow. W przeprowadzonych do$wiadczeniach uzyto preparaty w zakresie st¢zen
0,5 — 50 pg/ml, co odpowiada stezeniom uzyskiwanym podczas suplementacji zwigzkami
fenolowymi w osoczu. Wplyw preparatow z mniszka na stres oksydacyjny
zbadano oznaczajac poziom anionorodnika ponadtlenkowego w plytkach krwi, peroksydacji
lipidéw. grup tiolowych i karbonylowych w biatkach osocza i ptytkach krwi. Induktorem stresu
oksydacyjnego byla mieszanina H,0,/Fe*" stanowiagca donor rodnika hydroksylowego.
Natomiast kluczowym aspektem badan byla ocena skutecznosci preparatow z mniszka
pospolitego wzgledem parametrow hemostazy. W tym, celu przeprowadzono pomiary
agregacji i adhezji plytek krwi, czaséw krzepniecia, ekspresji selektyny P i receptora GPIIb/1IIa

na powierzchni ptytek krwi z uzyciem metody cytometrii przeplywowe]j oraz tworzenia
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skrzepliny w warunkach pél-fizjologicznych z wykorzystanie techniki microchipow.
Dodatkowo, wykonano oznaczenie aktywnosci zewnatrzkomoérkowej dehydrogenazy
mleczanowej w celu sprawdzenia cytotoksycznosci badanych preparatéw wzgledem plytek
krwi.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, iz wszystkie preparaty z mniszka pospolitego uzyte do
badan sa bezpieczne i nie powodujg cytotoksycznosci wzgledem plytek krwi. Ponadto,
posiadaja one aktywnos¢ antyoksydacyjna, poniewaz wplywajg istotnie na hamowanie
peroksydacji lipidow i karbonylacji bialek, a takze chronia bialka osocza i plytek krwi
w warunkach stresu oksydacyjnego. Wlasciwosci te skorelowano z obecnoscia aktywnych
sktadnikéw chemicznych w badanych frakcjach i ekstraktach z mniszka. Oprocz dziatania
przeciwutleniajgcego, testowane preparaty wykazaly inne wilasciwosci kardioprotekcyjne,
tj. aktywno$¢ przeciwptytkowa i antykoagulacyjng. Ich wptyw na uktad hemostazy byl oparty
na r6znych mechanizmach m.in. na hamowaniu kaskady przemian kwasu arachidonowego czy
interakcji z receptorami ADP na blonie komorkowej plytek krwi. Wsréd wszystkich
testowanych preparatbw z mniszka pospolitego, najlepsze dziatanie antyoksydacyjne,
jak i przeciwzakrzepowe zaobserwowano w przypadku frakcji z lisci mniszka, w ktérych tez

zidentyfikowano najwieksza zawartos¢ kwasu cykoriowego.

Podsumowujac, preparaty z mniszka pospolitego moga stanowi¢ wartosciowe zrodto
naturalnych substancji, ktorych dzialanie moze zosta¢ wykorzystane w terapii chorob
u podtoza, ktorych stoi stres oksydacyjny. Co wigcej, naturalne substancje czynne biologicznie
moga stanowi¢ suplement diety wspomagajacy leczenie dolegliwosci ze strony ukiadu

sercowo- naczyniowego, ktore zwiazane sg m.in. z nadreaktywnoscia ptytek krwi.

4 D
Penodett: s

27




Summary

According to the World Health Organization, cardiovascular diseases are the leading
cause of death for an average of 18 million people. Oxidative stress is believed to be at the core
of many civilization diseases. One of the important recommendation of the European Society
of Cardiology experts is the nutritional prevention based primarily on a varied diet, as well as
supplementation with plant preparations that are rich in a wide range of natural antioxidants or

compounds with antiplatelet activity, such as polyphenolic substances.

An example of a plant with multidirectional health benefits is the dandelion
(T. officinale). This perennial plant, which belongs to the Asteraceae family, is widespread
throughout the world and is a rich source of phenolic acids, flavonoids, terpenes, as well as
vitamins and minerals. In addition to its taste, the dandelion has been used for many centuries
as a remedy for many different ailments. However, despite many reports and ongoing studies
on dandelion activity, there are still gaps in the knowledge of the plant's effects on the
hemostatic system. Therefore, the main objective of this dissertation was to investigate the
activity of preparations (extracts and fractions) isolated from roots, leaves, petals and fruits of
dandelion (7. officinale) and chicoric acid for selected oxidative stress and hemostasis

parameters in vitro.

Analysis of chemical composition of different preparations was performed in
cooperation with the Institute of Soil Science and Plant Cultivation in Putawy. The obtained
extracts and fractions were rich in derivatives of hydroxycinnamic acids and flavonoids. In the
experiments, the preparations were used in the concentration range of 0.5 - 50 pg/ml, which
corresponds to the concentrations obtained during supplementation with phenolic compounds
in plasma. The effect of dandelion preparations on oxidative stress was studied by determining
the levels of superoxide anion radical in platelets, lipid peroxidation, thiol and carbonyl groups
in plasma proteins and platelets. The inducer of oxidative stress was the H2Oo/F ¢*” mixture as
a hydroxyl radical donor. On the other hand, the key aspect of the study was to evaluate the
efficacy of dandelion preparations against haemostasis parameters. Therefore, the platelet
aggregation and adhesion, clotting time, P-selectin and GPIIb/IlIa receptor expression on the
platelet surface were measured using flow cytometry and thrombus formation under semi-
physiological conditions with the use of microchip technique. In addition, determination of
extracellular lactate dehydrogenase activity was performed to check the cytotoxicity of the

tested preparations against platelets.
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The obtained results confirm that all dandelion preparations used in this study are safe
and do not cause cytotoxicity against platelets. In addition, they have antioxidant activity
because they have significant effect on inhibition of lipid peroxidation and protein
carbonylation; and they protect plasma and platelet proteins under oxidative stress conditions.
These properties were correlated with the presence of active chemical constituents in the tested
dandelion fractions and extracts. Besides of antioxidant activity, the tested preparations showed
other cardioprotective properties, i.e. antiplatelet and anticoagulant properties. Their influence
on haemostasis was based on different mechanisms including inhibition of arachidonic acid
metabolism cascade or interaction with ADP receptors on platelet cell membrane. Among all
the dandelion preparations tested, the best antioxidant as well as anticoagulant activity was
observed in the case of fractions from dandelion leaves, in which also the highest content of

chicoric acid was identified.

To sum up, dandelion preparations may be a valuable source of natural substances
whose effects may be used in the therapy of diseases underlying oxidative stress. Moreover,
natural biologically active substances may be a dietary supplement supporting the treatment of

cardiovascular ailments, which are related to, among others, platelet hyperreactivity.
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