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Globalna czgstos¢ wystepowania cukrzycy na S$wiecie stale rosnie. W 2021 r.
zanotowano okoto 537 miliondéw przypadkow dorostych (w przedziale wiekowym 20-80 lat)
zylo z cukrzyca. Szacuje si¢, ze do 2030 r. catkowita liczba 0sob chorych na cukrzyce wzrosnie
do 643 mln, a w 2045 r. bedzie to juz 783 mln. Zapadalno$¢ na cukrzyce jest wyzsza w krajach
o wysokich dochodach (10,4%) niz w krajach o dochodach niskich (4%) [Blad! Nie mozna
odnalez¢ zrédla odwolania.]. Niekontrolowana cukrzyca wigze si¢ z powiktaniami i z innymi
chorobami takimi jak miazdzyca czy choroba Alzheimera. Diugotrwata hiperglikemia
prowadzi do wielu zaburzen metabolicznych oraz biochemicznych, przyczyniajgc si¢ do
przyspieszonego procesu glikacji biatek i rozwoju powiklan naczyniowych mikro- i
makroangiopatii. Reakcja Maillarda jest przemiang biochemiczng, polegajaca na
nieenzymatycznej glikacji biatek, na skutek czego nastgpuje ich modyfikacja i utrata pierwotne;j
roli w organizmie oraz do powstawania koncowych produktow zaawansowanej glikacji (AGEs,
Advanced Glycation End Products). W odniesieniu do roli produktow AGEs w patogenezie
powiktan cukrzycowych oraz innych chorob stwierdza si¢, ze zwigzki wykazujace aktywnosc
antyglikacyjng moga wspomdc zmniejszenie skutkow zwigzanych z procesem glikacji.
Obecnie poszukuje si¢ zwigzkow naturalnych, ktére mogg mie¢ lepsza skutecznos¢ hamowania
procesu glikacji ze wzgledu na mniejszg ilo$¢ efektéw ubocznych w poréwnaniu do zwigzkdéw
syntetycznych.

Od wielu wiekow ekstrakty z roslin shuzyty cztowiekowi w medycynie ludowej, a
obecnie s3 produktem wyjsciowym wielu farmaceutykéw wykorzystywanych tak
w profilaktyce, jak 1 w leczeniu réznych choréb. Obecnie prowadzi si¢ wiele badan nad
wptywem ekstraktow z roslin na zdrowie cztowieka, na co wskazuje bogata literatura Swiatowa.
Istniejg liczne doniesienia na temat aktywnosci biologicznej ekstraktéw roslin z rodzaju
rdestowcow: Reynoutria japonica, Reynoutria sachalinensis oraz rdestowca posredniego
Reynoutria x bohemica, jednak wtasciwosci antyglikacyjne tych ro$lin nie byty dotychczas
badane.

W zwigzku z powyzszym celem pracy doktorskiej byta ocena aktywnosci anyglikacyjnej
wybranych ekstraktow roslin z rodziny rdestowatych Reynoutria (Reynoutria x bohemica,
Reunoutria sachalinensis i Reynoutria japonica) w stosunku do albuminy wotowej (BSA,
Bovine Serum Albumin) oraz albuminy surowicy krwi ludzkiej (HSA, Human Serum Albumin)
w warunkach in vitro. Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej byly
podzielone na dwie czesci. W pierwsze] kolejnosci optymalizowanomodel glikacji dla
badanych ekstraktow, dobierajac stezenia reagentéw i1 parametry w warunkach in vitro.

Natomiast druga cze$¢ polegala na dokltadnym przebadaniu potencjatu antyglikacyjnego



ekstraktow na ostatecznym modelu eksperymentalnym glikacji. W niniejszej pracy doktorskiej

podjeto cztery gtéwne zadania badawcze:
1. Opracowanie modelu glikacji albuminy wotowej in vitro w réznych warunkach.

2. Ocena potencjatu hamujacego badanych ekstraktow w etapach powstawania produktow

AGEs poprzez ich analiz¢ na poszczegdlnych poziomach procesu glikacji.

3. Okreslenie sity dziatania antyglikacyjnego wybranych ekstraktow roslin z rodziny
rdestowatych 1 poréwnanie ich z wybranymi wzorcami oraz lekiem
przeciwcukrzycowym. Wyznaczenie krzywej hamowania (ICso, half maximal inhibitory

concentration).

4. Analiza elektroforetyczna w celu potwierdzenia hamowania powstawania AGES.

W badaniach wykorzystano albuming wotowa oraz surowicy krwi ludzkiej. Struktura
albuminy wotowej jest dobrze poznana, co pozwala na jej szerokie zastosowanie w
eksperymentach naukowych jako biatko modelowe w warunkach in vitro. W badaniu réwniez
wykorzystano albuming surowicy krwi ludzkiej, by skonfrontowaé¢ wyniki procesu glikacji z
albuming wotowa. Jako wzorce zwiazkéw antyglikacyjnych wykorzystano resweratrol,
aminoguanidyng, witaming C oraz metforming. Resweratrol wystepuje w omawianych
roslinach z rodzaju Reynoutria, dlatego zostal wybrany jako wskaznik hamowania procesu
glikacji. Drugim zwigzkiem referencyjnym byla aminoguanidyna jako dobrze przebadany
zwigzek pod katem aktywnos$ci antyglikooksydacyjnej. Witamina C uznana jest za dobry
antyoksydant, wykorzystano ja, aby moc porownac jej silne wiasciwosci przeciwutleniajace
w procesie glikacji z przebadanymi ekstraktami. Podobna sytuacja dotyczy metforminy jako
znanego leku przeciwcukrzycowego — zastosowano jg do poréwnania wynikow hamowania
produktow AGEs z wybranymi ekstraktami. W pracy przeprowadzono rdzne eksperymenty

dotyczace reakcji gliakceji biatka, aby bliZzej pozna¢ proces i ustali¢ odpowiednie warunki.

Dokonano przegladu najnowszej literatury w celu zweryfikowania aktualnego stanu
wiedzy dotyczacego procesu glikacji biatek i udziatu surowcoéw naturalnych w hamowaniu tego
procesu.

Praca zawiera podstawowe informacje dotyczace budowy i funkcji albuminy wotowej 1

surowicy krwi ludzkiej. Przedstawiono réwniez wiedz¢ na temat cukrzycy, procesu glikacji



oraz ich biologicznych nastepstw. W pracy zebrano najistotniejsze informacje na temat roslin
z rodzaju Reynoutria oraz inhibitorow hamowania tworzenia produktoéw AGEs

Badania rozpoczeto od sprawdzenia wptywu czasu inkubacji i stezenia mieszaniny
cukrow (glukozy 1 fruktozy) na glikacje albuminy wolowej i1 surowicy krwi ludzkiej oraz
procesu gliakcji na kontrolg ujemng (BSA lub HSA) 1 dodatnig (BSA lub HSA i mieszanina
cukrow). Na bazie uzyskanych rezultatdéw oraz opierajac si¢ na dostepnej literaturze mozna
przypuszczaé, ze inkubacja z cukrami wywoluje zmiany konformacyjne w czasteczkach
albuminy (BSA, HSA) w zalezno$ci od stezenia i czasu inkubacji. Widoczny byt wzrost
fluorescencji zarowno w przypadku pentozydyny, jak i wesperalizyny dla 7. oraz 14. dnia
inkubacji. Wzrost do 14. dnia inkubacji moze odzwierciedla¢ poczatkowy etap tworzenia
produktéw Amadori. Natomiast poczawszy od 21. dnia wartosci te nie rosty tak gwattownie.
Mozna przypuszczaé, ze nastgpit spadek ilosci produktéw Amadori, co mogto by¢ wynikiem
zakonczenia etapu wezesnego i zainicjonowania etapu posredniego. Duzy wzrost obserwowano
pomiedzy 28. a 35. dniem inkubacji; ten ponowny wzrost wartosci fluorescencji mogt
odpowiada¢ koncowemu etapowi reakcji Maillarda, w ktorym produkty glikowane ponownie
reaguja z wolnymi grupami aminowymi albumin BSA oraz HSA, prowadzac do powstania
fluorescencyjnych, usieciowanych oraz nieodwracalnych produktéw glikacji. Eksperyment
wykazatl rowniez, ze albuminy w kontroli ujemne;j sg stabilne w réznych warunkach inkubacji
(bioragc pod uwage rozne stgzenia albuminy, czas inkubacji oraz temperaturg). Zauwazalne
zmiany byty widoczne w kontroli dodatniej, gdzie czas inkubacji, stezenie albumin ma istotny
wplyw na proces glikacji. Wyniki pozwolity na zaprojektowanie modelu procesu glikacji w
warunkach in vitro, ktory odtworzyt rozwoj reakcji Maillarda, tak aby moc sprawdzié nie tylko,
ktory z badanych ekstraktow 1 frakcji hamuje powstawanie produktow AGEs, ale na jakim
etapie badany ekstrakt dziala.

Kolejnym etapem pracy bylo badanie przesiewowe wlasciwosci antyglikacyjnych
ekstraktow z lisci 1 ktgczy wobec albumin. Wstepne badania przesiewowe byty przeprowadzone
w temperaturze 50°C oraz podczas 4 dni inkubacji. Analizy pokazaty, ze wigksza aktywnos¢
wykazuja ekstrakty pochodzace z ktaczy niz lisci z roslin z rodzaju Reynoutria. Powyzsze
dos$wiadczenia pozwolity na wyciagnigcie odpowiednich wnioskow, dzigki ktorym
przystapiono do dalszych badan, czyli opracowania kolejnego testu z wybranymi ekstraktami i
frakcjami, wykorzystujac albuming wotowg oraz ludzka w temperaturze 37°C przez 28 dni. W
pracy skupiono si¢ przede wszystkim na opracowaniu dobrego modelu przesiewowego dla
inhibitorow procesow glikacji przy uzyciu naturalnych ekstraktow roslinnych. W celu wykrycia

postepu procesu glikacji w krotkim czasie zastosowano nie tylko glukoze, ale rowniez fruktoze,



ktorej sita redukujaca jest znacznie wigksza niz glukozy. Wykorzystano rowniez albuming
wotowa, ktora jest bardziej dostepnym odczynnikiem niz HSA, jest gtéwnym biatkiem krwi
ssakow 1 niewiele rozni si¢ od albuminy ludzkiej. Dlatego tez jest czesto wykorzystywana w
badaniach wstepnych. Natomiast w dalszych, wybranych do$§wiadczeniach zastosowano
albuming ludzka. Reakcja Maillarda z uzyciem powyzszych odczynnikow odzwierciedla model
procesu glikacji w warunkach in vivo. Glukoza jest cukrem redukujacym, gtownym paliwem
organizmu, a jej stezenie we krwi cukrzykow jest stale kontrolowane. Istnieja dowody, ze
spozywanie fruktozy w nadmiarze prowadzi do procesu glikooksydacji i wytwarzania
reaktywnych form tlenu, co w konsekwencji powoduje uszkodzenie oksydacyjne i dysfunkcje
komorkowe, ktore towarzysza procesowi starzenia si¢ organizmu. W warunkach hiperglikemii
fruktoza moze by¢ syntetyzowana przez utlenianie sorbitolu w reakcji katalizowanej przez
dehydrogenaze poliolowa. Po poréwnaniu reaktywnosci glukozy i1 fruktozy z biatkami w
fizjologicznej temperaturze 1 jednakowym st¢zeniu okazalo si¢, ze szybsza akumulacja
fluorescencji zwigzanej z biatkami oraz produktami sieciowania pochodzita wtasnie z fruktozy.
Ponadto w niektorych badaniach wykazano, ze fruktoza szybciej niz glukoza przyczynia si¢ do
powstawania rodnikow hydroksylowych oraz zwigzkéw dikarbonylowych. Hinton 1 wsp.
[Blad! Nie mozna odnalez¢ zrédla odwolania.] opublikowali wyniki badan dotyczacych
miejsc modyfikowanych przez glukoze oraz fruktoz¢ w albuminie wolowej, wskazujac na
lizyng jako glowne miejsce glikacji — 524 i 31 [Blad! Nie mozna odnalez¢ zZrodla odwolania.,
Blad! Nie mozna odnalez¢ zrédla odwolania.]. Reakcja modyfikowania albuminy przez
fruktoze jest okolo 17-krotnie wydajniejsza niz przez glukozg¢. Proces glikacji indukowany
fruktozg prowadzi do szybkiego utleniania albuminy i w konsekwencji zmienia strukture
biatka, wplywajac na jego funkcje biologiczne. Grupa tiolowa reszt Cys jest w szczegdlnosci
podatna na stres oksydacyjny przez wolne rodniki, ktore uszkadzaja biatka poprzez tworzenie
wigzan dwusiarczkowych zachodzacych podczas agregacji biatek, powodujac utrate ich
aktywnos$ci enzymatycznej. Bezposrednie utlenianie lizyny, treoniny oraz argininy lub wtérna
reakcja reszt histydyny i cysteiny z reaktywnymi zwigzkami karbonylowymi mogg prowadzi¢
do powstania réznych pochodnych karbonylowych. Przebieg reakcji Maillarda monitoruje si¢
trzema metodami: 1) poprzez wykrywanie radioaktywnego wiaczenia 14C/3H — glukozy do
biatka, 2) poprzez pomiar sily redukcjnej produktéw Amadori, 3) poprzez pomiar
intensywnosci fluorescencji powstatych produktow AGEs. W niniejszej pracy zastosowano te
ostatnig technike. Jest ona przydatna do znalezienia potencjalnych inhibitorow pozniejszej fazy
reakcji Maillarda. Zatem metoda, w ktdrej wykonuje si¢ pomiary intensywnosci fluorescencji

oparta na produktach AGEs, moze sluzy¢ jako sposdb znalezienia potencjalnego inhibitora



procesu glikacji na wszystkich jej etapach, czyli od wigzania cukru redukujacego z albuming

do powstawania produktow AGEs.

W badaniach zastosowano warunki bliskie fizjologicznym: albuming ludzka w st¢zeniu
odpowiadajagcym stezeniu w osoczu, dtugos¢ inkubacji liczacg kilka tygodni. Czas inkubacji
jest bardzo wazny, poniewaz tempo powstawania produktow AGEs jest powolne w warunkach
fizjologicznych. Inhibitory powstawania produktéw AGEs, ktore sa glowna przyczyna
powiktan cukrzycowych, powinny by¢ wykrywane w najwickszym stopniu w badaniach
przesiewowych. Dlatego tez opracowano odpowiedni system przesiewowy, ktéry mozna
nazwa¢ metoda oceny aktywnos$ci dziatania inhibitoréw procesu glikacji. Niestety minusem
tego sytemu jest dlugi czas inkubacji i powolna reakcja, czyli dlugi czas oczekiwania. Aby
rozwigzaé ten problem, mozna zastosowa¢ wyzszg temperature. Jednak przy takiej metodzie
wylania si¢ inna kwestia: stosujac wyzszg temperature 1 krétszy czas inhibicji, mozna napotkaé
na interferencje fluorescencji powstale przez znajdujace si¢ w naturalnych ekstraktach
ro§linnych substancje autofluorescencyjne oraz niektére barwniki. Stosujac wysoka
temperature (ponad 40°C), Maatsura [Blad! Nie mozna odnalez¢ zZrodla odwolania.]
stwierdzil istotne zmiany konformacyjne albuminy wolowej, mianowicie cze$ciowe
przeksztatcenie struktury a helikalnej w strukture B. Jednak nalezy podkresli¢, ze naukowcy w
badaniu zastosowali BSA o krystalicznej strukturze o wysokiej czystosci, natomiast w pracy
uzyto frakcji V BSA, ktore moga sie rozni¢ si¢ zachowaniem stabilno$ci struktury w zaleznosci
od temperatury. Dlatego w pracy opracowano system przesiewowy z wykorzystaniem wysokiej
temperatury 1 krotkiego czasu inkubacji. Jak wczes$niej wspomniano, w ekstraktach roslinnych
znajduje si¢ duza ilo$¢ substancji autofluorescencyjnych 1 barwigcych, ktore moga wptywac na
warto$ci fluorescencji produktow AGEs. Intensywno$¢ fluorescencji tych substancji jest
czasami tak wysoka, ze w niektorych probkach byta ona wigksza ponad 10 razy niz w kontroli.
Zatem trudno jest wlasciwie wykluczy¢ efekt wygaszania czy zmian koloru lub odbarwiania
si¢ pod wptywem reakcji, ktore zachodza w badanych probach. Aby pozbyc¢ si¢ tych substancji,
w pracy zastosowano dialize¢. Jednak nie jest to do konca optymalne rozwigzanie, dlatego warto
w przyszto$ci przeprowadzi¢ dodatkowe badania przy uzyciu innych metod, jak np.
zastosowanie kwasu trdjchlorooctowego (TCA), ktéry moze pomyS$lnie usungé wigksze
czasteczki w danych probach, dzigki czemu wytraca si¢ kompleks AGEs — albumina.

Nastepnym etapem badan byto sprawdzenie wpltywu wybranych ekstraktow i frakcji na
powstawanie wczesnych i1 pdznych produktéw glikacji, wplyw ich na utlenianie albuminy

indukowanego procesem glikacji oraz na agregacje produktow B-amyloidu. Wyniki pokazaty,



ze R. sachalinensis najlepiej hamowat powstawanie wczesnych i péznych produktow glikacji.
R. japonica wykazal wysoka ochron¢ przed utlenieniem albumin oraz silne wilasciwosci
hamujace powstawanie 3-amyloidu. Z kolei hybryda R. x bohemica, ktora charakteryzuje si¢
najmniejszg zawartoscig zwigzkoéw polifenolowych od pozostalych rdestowcow, wykazata
rownie silne wilasciwosci antyglikakcyjne. Ponadto przedstawiono silng korelacj¢ ujemnag
pomiedzy grupami tiolowymi biatka a B-amyloidem oznaczanym za pomoca odczynnika
czerwieni Kongo. Oznaczenia z uzyciem odczynnika tioflawiny T wykazaty dobra korelacje z
grupami karbonylowymi, fruktozaming oraz produktami AGEs, a produkty AGEs
Z fruktozaming, grupami karbonylowymi oraz z [B-amyloidem oznaczanym za pomoca
tioflawiny T.

Kolejnym krokiem bylo wyznaczenie krzywej hamowania i1 przeprowadzenie
elektroforezy w warunkach denaturujacych. W przypadku wyznaczenia 1Cso zaobserwowano,
ze niektore ekstrakty wykazaty nizsze wyniki dla ICso w poréwnaniu z wybranymi wzorcami.
Z kolei wyniki elektroforezy potwierdzity wyrazny spadek ruchliwosci elektroforetycznej
glikowanej albuminy BSA i HSA w poroéwnaniu do prob zawierajacych glikowane albuminy z
ekstraktami. Ponadto w pracy przedstawiono catkowity potencjat antyglikacyjny badanych
ekstraktow, podsumowujac w postaci Tab. 9. 1 10. aktywno$¢ antyglikacyjna na réznych
etapach procesu glikacji.

Reasumujac, w rozprawie doktorskiej wykazano, ze badane ekstrakty i frakcje z rodzaju
Reynoutria wykazaty znaczng aktywno$¢ antyglikacyjna. Najwigkszy stopien hamowania
powstawania wczesnych i1 pdznych produktéw glikacji oraz B-amyloidu zauwazono wsrdd
frakcji o najwigkszej zawarto$ci prostych flawan-3-oli, procyjanidyny o niskim stopniu
polimeryzacji oraz disacharydowych estrow fenylopropanoidowych. Zwiazki te dominujg w
gatunku R. sachalinensis. Natomiast najwigksza aktywno$¢ ochronng albuminy przed procesem
glikacji zaobserwowano dla ekstraktu R. japonica charakteryzujacy si¢ najwigksza zawartoscia
stilbenéw, w tym resweratrolu. Zaskakujgce wyniki zauwazono dla ekstraktu R. X bohemica,
ktory zawiera najwieksza ilo$¢ polifenoli, a ich ochrona grup karbonylowych i tiolowych
w albuminach w reakcji Maillarda byta nizsza niz w obecno$ci ekstraktow z pozostatych
gatunkow. Natomiast w przypadku hamowania produktéw glikacji wykazala bardzo dobra
aktywno$¢. Niektore frakcje wykazywaly zblizong aktywno$¢ przeciwglikacyjng do
referencyjnego zwigzkéw aminogunidyny oraz resweratrolu. W pracy doktorskiej wykazano,
ze roznice w sktadzie w profilu fitochemicznym badanych ekstraktow gatunkéw rodzicielskich
1 gatunku mieszanego sugeruja rozne mechanizmy aktywnosci antyglikacyjnej poszczegdlnych

klas metabolitow w nich zawartych. Ponadto w niniejszej rozprawie doktorskiej



zaobserwowano, ze istnieje zalezno$¢ miedzy srednim stopniem polimeryzacji procyjanidyn
(mDP, Mean Degree of Polymerization) a aktywnos$cig przeciwglikacyjng. Mimo ze istnieje
wiele doniesien na temat zalezno$ci pomig¢dzy warto$cig mDP procyjanidyn a ich aktywnoscia
antyoksydacyjng, to mato jest badan naukowych dotyczacych tych zaleznosci mDP oraz o
aktywnosci procyjanidyn o niskim stopniu polimeryzacji w procesie glikacji.

W pracy doktorskiej po raz pierwszy oceniono potencjatl antyglikacyjny ekstraktow
wyizolowanych z ro$lin rodzaju Reynoutria, a takze opisano modyfikacje glikowanych BSA i
HSA oraz doktadnie zaprojektowano model testu przesiewowego w procesie glikacji dla
surowca naturalnego, uwzgledniajac wszystkie parametry i warunki tego procesu. W pracy
doktorskiej uzyskano wazne informacje o roslinach zrodzaju rdestowatych, zwlaszcza o
sposobie, w jaki hamuja one glikacje BSA i HSA, oraz o modyfikacjach oksydacyjnych i
amyloidogennych. Zatem rezultaty wskazuja, ze ekstrakty roznych gatunkéow z rodzaju
Reynoutria moga by¢ wykorzystane do zahamowania procesu glikacji na r6znych jej etapach.
Wiasciwosci antyglikacyjne, ochrona albumin przed utlenieniem i hamowanie powstawanie [3-
amyloidu mogg chroni¢ komorki przed skutkami spowodowanymi dlugotrwatym narazeniem
glikemii i moga potencjalnie zmniejszy¢ nastepstwa biologiczne spowodowane powiktaniami
cukrzycowymi. Te podstawowe badania stwarzaja podstawy do opracowania nowych

preparatow roslinnych spowalniajacych procesy cukrzycowe.



SUMMARY

The global prevalence of diabetes continues to rise. In 2021, approximately 537 million
adults (aged 20-80) suffer from diabetes. It is estimated that the total number of diabetics will
increase to 643 million by 2030 and 783 million by 2045. The prevalence of diabetes is higher
in high-income countries (10.4%) compared to low-income countries (4%) [Blad! Nie mozna
odnalez¢ zrodla odwolania.]. Uncontrolled diabetes is associated with complications and other
diseases such as atherosclerosis, Alzheimer's disease. Long-term hyperglycaemia causes many
metabolic and biochemical abnormalities, including accelerated protein glycation and the
development of vascular complications such as microangiopathy and macroangiopathy. The
Maillard reaction is a biochemical change that leads to the non-enzymatic glycation of proteins,
resulting in their modification and loss of their original role in the body and the formation of
advanced glycation end products (AGES). In terms of the role of AGEs in the pathogenesis of
diabetic complications and other diseases, compounds exhibiting antiglycation activity may
help to reduce the effects associated with glycation. Currently, natural compounds are being
sought as a possible better option for inhibiting glycation due to fewer side effects compared to
synthetic compounds.

For centuries, plant extracts have been used in folk medicine, and nowadays they are
the starting material for many pharmaceuticals that are used both in prevention and treatment
of various diseases. Currently, there are many studies in progress on the effects of plant extracts
on human health, as indicated by the extensive world literature. There are numerous reports
concerning the biological activities of extracts of Reynoutria (knotweed) species, i.e.
Reynoutria japonica, Reynoutria sachalinensis and intermediate species of knotweed —
Reynoutria x bohemica; however, antiglycation properties of these plants have not yet been
studied.

Therefore, this doctoral thesis aims to evaluate the anyglycation activity of selected
extracts of knotweed plants in the family Polygonaceae and the genus Reynoutria (Reynoutria
x bohemica, Reynoutria sachalinensis and Reynoutria japonica) against bovine serum albumin
(BSA) and human serum albumin (HSA) in vitro. The research conducted in this doctoral thesis
was divided into two parts. Firstly, an appropriate model of glycation was optimised for the
tested extracts by selecting reagent concentrations and parameters in vitro. The second part of
this doctoral thesis focused on thorough testing of the antiglycation potential of the extract using

a final model of glycation. Four main research tasks were undertaken in this dissertation:



1. To develop an in vitro model of bovine albumin glycation under different

conditions.

2. To evaluate the inhibitory potential of the studied extracts in the stages of

AGEs product formation by analyzing them at different levels of the glycation process.

3. to determine the potency of the antiglycation activity of selected extracts from
plants of the knotweed family and to compare them with selected standards and an
antidiabetic drug. Determination of inhibition curve (IC50, half maximal inhibitory

concentration).
4 Electrophoretic analysis to confirm the inhibition of AGEs formation.

Beef albumin and human blood serum were used in this study. The structure of bovine
albumin is well understood, allowing it to be widely used in scientific experiments as a model
protein in vitro. Human serum albumin was also used in this study to contrast the results of
glycation process with bovine albumin. Resveratrol, aminoguanidine, vitamin C, and
metformin were used as models for antiglycation compounds. Resveratrol is found in the
Reynoutria genus plants discussed above and was therefore chosen as an indicator of glycation
inhibition. The second reference compound was aminoguanidine as a well-studied compound
for antiglycoxidative activity. Vitamin C is recognized as a good antioxidant, it was used to be
able to compare its strong antioxidant properties in the glycation process with the tested
extracts. A similar situation applies to metformin as a known antidiabetic drug it was used to
compare the results of inhibition of AGEs products with selected extracts. In this study, various
experiments on protein gliaction reaction were carried out to know more about the process and
to establish the appropriate conditions.

Recent literature was reviewed to check the state of the art regarding the process of
protein glycation and the contribution of natural resources in inhibiting this process. This paper
provides basic information concerning the structure and function of BSA and HSA.

This doctoral thesis also presents the knowledge of diabetes, glycation and their
biological consequences. The most relevant information was collected on plants of the genus
Reynoutria and inhibitors of AGEs formation.

The research began by examining the effects of incubation period and concentration of
sugar mixture (glucose and fructose) on the glycation of bovine aloumin and human albumin,
and the effects of glycation process on a negative control (BSA or HSA) and a positive control

(BSA or HSA and sugar mixture). Based on the results obtained and available literature, it can



be assumed that incubation with sugars induces conformational changes in albumin molecules
(BSA, HSA) according to the concentration and incubation period. There was a noticeable
increase in fluorescence for both pentosidine and vesperalysine on the 7th and 14th day of
incubation. The increase until the 14th day of incubation may reflect the initial stage of Amadori
product formation. On the other hand, starting from day 21., the values did not increase so
rapidly. It can be assumed that there was a decrease in Amadori products, which may have been
the result of the end of the early stage and the initiation of the intermediate stage. There was a
large increase between the 28th and the 35th day of incubation; this re-increase in fluorescence
values could correspond to the final stage of the Maillard reaction in which glycated products
react again with free amino groups of BSA and HSA, leading to the formation of fluorescent,
cross-linked and irreversible glycation products. The experiment also revealed that albumins
used as a negative control are stable under different incubation conditions (according to
different albumin concentrations, incubation period and temperature). Noticeable changes were
found in the positive control, in which incubation period and albumin concentration have
a significant effect on glycation. These findings allowed to design an in vitro model of the
glycation process, which reconstructed the development of the Maillard reaction, so that it could
be possible not only to verify which of the tested extracts and fractions inhibits AGEs formation,
but also at which stage the tested extract is active. The next step of the research was the
screening of antiglycation properties of leaf and rhizome extracts against albumins. Preliminary
screening was performed at 50°C after four days of incubation. Analyses revealed that extracts
from rhizomes of plants of the genus Reynoutria were more active than extracts from leaves of
plants of the genus Reynoutria. The aforementioned experiments helped to draw appropriate
conclusions, which allowed to proceed to further research, i.e., development of another test with
selected extracts and fractions using bovine albumin and human albumin at 37°C for 28 days.
The main focus of this study was to develop a good screening model for glycation inhibitors
using natural plant extracts. Not only glucose but also fructose, which has a much higher
reducing power than glucose, was used to detect the progress of glycation process in a short
time. Bovine albumin, which is a more accessible reagent than HSA, was also used; it is a major
mammalian blood protein and differs little from human albumin. Therefore, it is often used in
preliminary studies. In contrast, human albumin was also used in further selected experiments.
The Maillard reaction using the above reagents reflects an in vivo model of the glycation
process. Glucose is a reducing sugar, the main fuel of the body, and its concentration in the
blood of diabetics is constantly controlled. There is evidence that consumption of fructose in

excess leads to the process of glycooxidation and production of reactive oxygen species,



resulting in oxidative damage and cellular dysfunction that accompany the aging process. Under
hyperglycemic conditions, fructose can be synthesized by oxidation of sorbitol in a reaction
catalyzed by polyol dehydrogenase. After comparing the reactivity of glucose and fructose with
proteins at physiological temperature and equal concentration, it was found that the faster
accumulation of fluorescence associated with proteins and cross-linking products was from
fructose. In addition, some studies have shown that fructose contributes more rapidly than
glucose to the formation of hydroxyl radicals and dicarbonyl compounds. Hinton et al [84]
published results on sites modified by glucose and fructose in bovine albumin. Pointing to
lysine as the main glycation site 524 and 31 [78, 79]. The reaction of modification of albumin
by fructose is about 17 times more efficient than by glucose. The glycation process induced by
fructose leads to rapid oxidation of albumin and, consequently, changes the structure of the
protein, affecting its biological functions. The thiol group of Cys residues is particularly
susceptible to oxidative stress by free radicals, which damage proteins through disulfide bond
formation occurring during protein aggregation, causing loss of enzymatic activity. The direct
oxidation of lysine, threonine, and arginine or the secondary reaction of histidine and cysteine
residues with reactive carbonyl compounds can lead to the formation of various carbonyl
derivatives. The course of the Maillard reaction is monitored by three methods: 1) by detecting
the radioactive incorporation of 14C/3H - glucose into the protein, 2) by measuring the reducing
power of the Amadori products, and 3) by measuring the fluorescence intensity of the resulting
AGEs. In the present study, the latter technique was used. It is useful for finding potential
inhibitors of the later phase of the Maillard reaction. Thus, a method in which fluorescence
intensity measurements based on AGEs products are performed can serve as a way to find a
potential inhibitor of the glycation process at all its stages, i.e., from the binding of reducing
sugar to albumin to the formation of AGEs products.

Near-physiological conditions were used in this research: human albumin at a
concentration corresponding to that in plasma, incubation period of several weeks. Incubation
period is very important because the rate of formation of AGEs is slow under physiological
conditions. Inhibitors of the formation of AGEs that are a major cause of diabetic complications
should be detected to the greatest extent by screening. Therefore, a suitable screening system
was developed, which can be called the identification of inhibitors of glycation. Unfortunately,
a downside of this system is a long incubation period and slow response, i.e., long waiting time.
Higher temperature can be used for solving this problem. However, another issue emerges when
using this method: by using a higher temperature and shorter inhibition period, it is possible to

encounter fluorescence interference created by autofluorescent substances and some pigments



found in natural plant extracts. Using high temperature (more than 40°C), Maatsura [208] found
significant conformational changes in bovine albumin, namely a partial transformation of the o
helical structure into a B structure. However, it is important to note that the researchers in the
study used BSA with a high purity crystalline structure, while the V fraction of BSA was used
in this work, which may differ in the behavior of structure stability depending on temperature.
Therefore, in this study, a screening system was developed using high temperature and short
incubation time. As mentioned earlier, plant extracts contain a large amount of autofluorescent
and staining substances that can affect the fluorescence values of AGEs products. The
fluorescence intensity of these substances is sometimes so high that in some samples it was
more than 10 times higher than in the control. Thus, it is difficult to properly rule out the effect
of quenching or color changes or discoloration under the influence of the reactions that occur
in the samples under study. Dialysis was used in order to remove these substances. This
solution, however, is not entirely ideal and thus it would be useful to conduct additional studies
in the future using other methods, such as the use of trichloroacetic acid (TCA) that can
successfully remove larger molecules in individual samples, resulting in the precipitation of the
AGEs complex — albumin.

The next step of research was to examine selected extracts and fractions in terms of the
formation of early and late glycation products, their effect on glycation-induced oxidation of
albumin and B-amyloid aggregation. The findings revealed that R. sachalinensis best inhibited
the formation of early and late glycation products. R. japonica exhibited high protection against
albumin oxidation and strong inhibitory properties against 3-amyloid formation. In contrast, a
hybrid R. x bohemica, which has the lowest content of polyphenolic compounds compared to
other knotweeds, revealed equally strong antiglycation properties. Moreover, there was a strong
negative correlation between the thiol groups of protein and 3-amyloid, as determined by Congo
Red reagent. Assays with the thioflavin T reagent found good correlation with carbonyl groups,
fructosamine and AGEs, while AGEs revealed good correlation with fructosamine, carbonyl
groups and B-amyloid, as determined by thioflavin T.

The next step was to determine the inhibition curve and perform electrophoresis under
denaturing conditions. For ICsp determination, it was found that some extracts had lower results
for 1Cs0 compared to selected models. In contrast, electrophoresis results proved that there was
a marked decrease in the electrophoretic mobility of glycated BSA and HSA compared to
samples containing glycated albumins in the presence of extracts. Also, this paper presents the
total antiglycation potential of tested extracts, together with a summary in Table "Antiglycation

activity at different stages of glycation™. In conclusion, this doctoral thesis revealed that tested



extracts and fractions of plants of the genus Reynoutria had a significant antiglycation activity.
The greatest inhibition of early and late glycation product formation and B-amyloid formation
was found among the fractions with the highest content of simple flavan-3-ols, procyanidins
with a low degree of polymerisation, and phenylpropanoid disaccharide esters. These
compounds are dominant in R. sachalinensis. However, the highest protective activity of
albumin against glycation was observed for R. japonica extract that has the highest content of
stilbenes, including resveratrol. Surprising results were found for R. x bohemica extract, which
contains the highest number of polyphenols, and their protection of carbonyl and thiol groups
in albumins via Maillard reaction was lower than in presence of other species. For inhibition of
glycation products, however, R. x bohemica demonstrated very good activity. Some fractions
had similar antiglycation activity to reference values of aminoguanidine compounds and
resveratrol compounds. This doctoral thesis revealed that compositional differences in terms of
the phytochemical profile of the tested extracts of parental species and hybrid species suggest
different mechanisms of antiglycation activity for different classes of metabolites contained
therein. Also, a relationship between the mean degree of polymerisation of procyanidins (mDP)
and antiglycation activity was found. Although there are many reports on the relationship of
mDP procyanidins and antioxidant activity, there are few scientific studies on the relationship
of mDP procyanidins and antiglycation properties and on the activity of procyanidins with low
degree of polymerization in the glycation process.

In the presented doctoral thesis, the antiglycation potential of extracts isolated from
plants of the genus Reynoutria was evaluated for the first time. Furthermore, the modifications
of glycated BSA and HSA were described, and the glycation screening model for natural raw
material was thoroughly designed including all the parameters and conditions of this process.
This doctoral thesis revealed important information concerning plants of the genus Reynoutria
— especially how they inhibit BSA and HSA glycation — and oxidative and amyloidogenic
modifications. Hence, the findings may indicate that extracts of different species of the genus
Reynoutria can be used for inhibiting glycation at its different stages. Antiglycation properties,
protection of albumins against oxidation and inhibition of f-amyloid formation may protect
cells from the effects caused by long-term glycemic exposure and may potentially reduce the
biological sequelae caused by diabetic complications. This fundamental research lays the

foundation for the development of new plant preparations that slow down diabetic processes.



