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STRESZCZENIE 

Związki α-dikarbonylowe (α-DC) są głównymi prekursorami procesu nieenzymatycznej 

glikacji prowadzącego do powstawania AGE (końcowych produktów zaawansowanej glikacji). 

Metylglioksal (MGO) uważany jest za najbardziej reaktywny związek karbonylowy w 

największym stopniu odpowiedzialny za indukcję procesu glikacji. Zwiększone stężenia MGO i 

AGE w ustroju generalnie związane są z chorobami kardiometabolicznymi. Uważa się, że zarówno 

MGO jak i AGE są kluczowymi czynnikami rozwoju powikłań naczyniowych, stanowiących 

główną przyczynę śmiertelności wśród osób chorych na cukrzycę. Wykazano, że obniżenie 

poziomu MGO w surowicy obniża ryzyko wystąpienia incydentów sercowo-naczyniowych u osób 

z cukrzycą. Badania in vitro i in vivo dowodzą, że polifenole wykazują zdolność do wiązania  

-DC i hamowania procesu glikacji na drodze różnych mechanizmów. W niniejszej rozprawie 

doktorskiej postawiono hipotezę, że środki wazoprotekcyjne, ich analogi strukturalne i wybrane 

flawonoidowe substancje roślinne posiadają zdolność hamowania nieenzymatycznej glikacji i/lub 

neutralizowania reaktywnych α-DC. Na podstawie tej hipotezy głównym celem badawczym było 

zidentyfikowanie nowych substancji o wysokim potencjale antyglikacyjnym i/lub pułapkującym 

-DC. Cel zakładał również weryfikację zdolności do obniżania systemowego stężenia -DC w 

modelu in vivo dla wyslekcjonowanej w testach in vitro hesperydyny. W badaniach zastosowano 

metody chromatograficzne, spektrometryczne, spektrofotometryczne i spektrofluorymetryczne. 

Wyniki potwierdziły hipotezę, że wybrane związki wazoprotekcyjne, ich analogii i flawonoidowe 

substancje roślinne posiadają zdolność do hamowania procesu nieenzymatycznej glikacji, a 

niektóre także silne właściwości wiążące α-DC. Związkami najsilniej hamującymi proces glikacji 

w modelu in vitro z jednoczesnym efektem pułapkującym MGO były hesperetyna, hesperydyna, 

kwercetyna, izowiteksyna, witeksyna i floretyna (przewyższały aminoguanidynę i metforminę). 

W badaniu in vivo u pacjentów otrzymujących przez okres 4 tygodni suplement diety, którego 

głównym składnikiem była hesperydyna w dawce dobowej 450 mg, zaobserowowano istotne 

statystycznie obniżenie stężenia MGO w osoczu w porównaniu z placebo. W oparciu o 

przeprowadzone badania fitochemiczne, a następnie testy in vitro, stwierdzono, że ziele rutwicy 

(Galega officinalis) i rooibos (Aspalathus linearis), stosowane jako hipoglikemizujące i 

wspomagające układ krążenia, są bogatym źródłem związków pułapkujących α-DC 

(guanidynowych, flawonoidowych i innych polifenoli) oraz wykazujących silny efekt 

antyoksydacyjny i antyglikacyjny. 
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ABSTRACT 

α-Dicarbonyl compounds (α-DC) are the main precursors of the non-enzymatic glycation 

process leading to the formation of AGEs (advanced glycation end products). Methylglyoxal 

(MGO) is considered the most reactive carbonyl compound largely responsible for inducing the 

glycation process. Elevated levels of MGO and AGEs in the body are generally associated with 

cardiometabolic diseases. Both MGO and AGEs are believed to be key factors in the development 

of vascular complications, which are the main cause of mortality among diabetic patients. It has 

been shown that reducing serum MGO levels decreases the risk of cardiovascular incidents in 

diabetic individuals. In vitro and in vivo studies demonstrate that polyphenols can bind α-DC and 

inhibit the glycation process through various mechanisms. In this doctoral thesis, it was 

hypothesized that vasoprotective agents, their structural analogs, and selected flavonoid plant 

substances can inhibit non-enzymatic glycation and/or neutralize reactive α-DC. Based on this 

hypothesis, the main research objective was to identify new substances with high antiglycation 

potential and/or α-DC trapping capability. The aim also included verifying the ability to reduce 

systemic α-DC concentration in an in vivo model for hesperidin selected in in vitro tests. 

Chromatographic, spectrometric, spectrophotometric, and spectrofluorometric methods were used 

in the studies. The results confirmed the hypothesis that selected vasoprotective compounds, their 

analogs, and flavonoid plant substances have the ability to inhibit the non-enzymatic glycation 

process, and some also have strong α-DC binding properties. The compounds that most strongly 

inhibited the glycation process in an in vitro model, while simultaneously showing an MGO 

trapping effect, were hesperetin, hesperidin, quercetin, isovitexin, vitexin, and phloretin (higher 

than aminoguanidine and metformin). In an in vivo study of patients receiving a supplement for 4 

weeks, with hesperidin being the main ingredient at a daily dose of 450 mg, a statistically 

significant reduction in plasma MGO concentration was observed compared to placebo. Based on 

the conducted phytochemical studies and subsequent in vitro tests, it was found that goat's rue 

(Galega officinalis) and rooibos (Aspalathus linearis) used as hypoglycemic and circulatory 

support agents are rich sources of α-DC trapping compounds (guanidine, flavonoids, and other 

polyphenols) and exhibit strong antioxidant and antiglycation effects. 
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1. Wprowadzenie 

Cukrzyca jest przewlekłą chorobą metaboliczną, charakteryzującą się produkcją 

niewystarczającej ilości hormonu anabolicznego insuliny, lub też niewystarczająco skutecznym 

jego wykorzystywaniem. Jej głównym objawem jest hiperglikemia - permanentnie podwyższony 

poziom glukozy we krwi. Cukrzyca jest obecnie jednym z największych wyzwań stojących przed 

ochroną zdrowia na świecie, zarówno w krajach rozwiniętych, jak i rozwijających się, z częstością 

występowania wynoszącą prawie 10% dorosłej populacji [1]. W 2021 r. na cukrzycę chorowało 

537 milionów ludzi na całym świecie, a oczekuje się, że liczba ta wzrośnie do około 642 milionów 

do roku 2045 [2]. Niezależnie od postaci i typu choroby wszyscy pacjenci z cukrzycą narażeni są 

na ryzyko powikłań sercowo-naczyniowych, stanowiących obecnie główną przyczynę 

śmiertelności wśród osób chorych na cukrzycę. Naczyniowe powikłania cukrzycy klasyfikowane 

są jako uszkodzenie małych naczyń (mikroangiopatia) lub dużych naczyń (makroangiopatia) 

organizmu. Dysfunkcja mikronaczyniowa w cukrzycy rozwija się stopniowo w obrębie drobnych 

naczyń siatkówki, nerek i nerwów, powodując odpowiednio retinopatię cukrzycową, nefropatię i 

neuropatię. Z kolei dysfunkcja makronaczyniowa polega głównie na postępującej miażdżycy oraz 

zwężaniu naczyń krwionośnych i dotyczy tętnic wieńcowych, szyjnych i obwodowych, 

zwiększając tym samym ryzyko zawału mięśnia sercowego i udaru mózgu. Szacuje się, że 

wskaźnik zachorowalności na powikłania mikronaczyniowe wśród osób z cukrzycą jest co 

najmniej 4-20 razy wyższy niż w populacji osób bez cukrzycy, podczas gdy wskaźnik powikłań 

makronaczyniowych jest średnio 2-4 razy wyższy niż u osób bez cukrzycy [3]. Cukrzyca, choć 

zwykle mówi się o niej w kontekście wyżej wymienionych klasycznych powikłań naczyniowych, 

przyczynia się również do powstawania przewlekłych i ostrych zmian neuropoznawczych, które 

upośledzają funkcjonowanie układu nerwowego [4]. Charakterystyczne dla przebiegu cukrzycy 

długotrwale podwyższone stężenie glukozy i jego bezpośrednie następstwa biochemiczne mają 

kluczowe znaczenie dla rozwoju powikłań cukrzycowych [5]. Obecnie istnieją liczne dowody 

oparte o badania eksperymentalne i kliniczne, wskazujące, że zwiększone wytwarzanie 

metyloglioksalu (MGO) w komórkach w warunkach hiperglikemii odgrywa kluczową rolę w 

rozwoju i progresji powikłań naczyniowych cukrzycy [6–10]. MGO jest związkiem organicznym 

zaliczanym do grupy α-dikarbonyli (ang. α-dicarbonyl compounds, α-DC). α-DC stanowią 

podgrupę związków określanych zbiorczo jako reaktywne związki karbonylowe (ang. Reactive 

Carbonyl Species, RCS), do których zaliczny jest także gliokasl (GO) i 2-deoksyglukozon (3-DG). 
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Spośród nich MGO jest najbardziej reaktywnym dikarbonylem, dobrze znanym z indukcji procesu 

nieenzymatycznej glikacji makromolekuł (białek, peptydów, lipoprotein, kwasów nukleinowych) 

i ostatecznie prowadzącym do powstawania końcowych produktów zaawansowanej glikacji 

(AGE) [11]. Z uwagi na swoją wysoką rekatywność to na nim skupia się większość 

dotychczasowych badań związanych z procesam glikacji oraz rozwojem chorób cywilizacyjnych. 

Ponieważ MGO powstaje głównie jako produkt uboczny glikolizy, wysokie stężenie glukozy w 

organizmie przekłada się na zwiękoszne poziomy MGO u osób chorych na cukrzycę [12]. Liczne 

badania sugerują, że MGO jest nierozerwalnie związany nie tylko z hiperglikemią w cukrzycy, ale 

także z angiopatią i innymi czynnikami ryzyka powikłań naczyniowych w cukrzycy, takimi jak 

nadciśnienie tętnicze, dyslipidemia czy otyłość, a u osób z tymi schorzeniami stężęnie 

metyloglioksalu jest istotnie statystycznie podwyższone [13–17]. 

Detoksykacja MGO w organizmie człowieka zachodzi głównie za pośrednictwem systemu 

znanego jako system glioksalazy. System ten składa się z dwóch enzymów: glioksalazy I (Glo1) i 

glioksalazy II (Glo2), zapewniających utrzymanie wewnątrzkomórkowych poziomów MGO i 

innych związków α-dikarbonylowych na bezpiecznym poziomie w prawidłowych warunkach 

fizjologicznych. Jednakże gdy system glioksalazy jest przeciążony lub nie funkcjonuje 

prawidłowo (np. z powodu stale podwyższonego poziomu glukozy lub niedoboru Glo1/Glo2), 

może to prowadzić do akumulacji metyloglioksalu w komórkach i tkankach [18,19]. Wysoka 

reaktywność metyloglioksalu jako ketoaldehydu związana jest z reakcją addycji nukleofilowej z 

udziałem wolnych grup aminowych i guanidynowych makromolekuł, której cząsteczka ta podlega 

niezwykle łatwo. W pierwszym etapie reakcji grupa aminowa lub guanidynowa działa jako 

nukleofil i atakuje atom węgla w grupie karbonylowej (aldehydowej lub ketonowej) 

metyloglioksalu, który wykazuje charakter elektrofilowy (aldehydy na ogół ulegają dużo łatwiej 

addycji nukleofilowej niż ketony). Rezultatem tej reakcji jest utworzenie wiązania σ między 

atomem azotu w grupie aminowej/guanidynowej a atomem węgla jednej z grup karbonylowych 

metyloglioksalu. W międzyczasie para elektronów z wiązania π między atomem węgla a tlenem 

w cząsteczce MGO przesuwa się na atom tlenu, tworząc na nim cząstkowy ładunek ujemny. W 

środowisku wodnym produktem przejściowym ataku nukleofilowego jest karbinoloamina [20]. 

Drugim etapem jest eliminacja cząsteczki wody, która zachodzi w obecności kwasu lub zasady. 

W wyniku tych dwóch etapów powstają drugorzędowe iminy (aldimina lub ketimina z 

ugrupowaniem azometynowym >C=NR, zasady Schiffa), podlegające rearanżacji, w wyniku 
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której powstają stabilne produkty znane jako Amadori [21]. Te z kolei mogą następnie ulec 

dalszym modyfikacjom, w wyniku których powstają końcowe produkty zaawansowanej glikacji. 

MGO jest jednym z najważniejszych prekursorów AGE in vivo, a AGE pochodzące z MGO są 

wynikiem modyfikacji aminokwasów, głównie argininy i lizyny [22]. W nieodwracalnej reakcji z 

grupą guanidynową argininy, MGO prowadzi głównie do powstania trzech cyklicznych 

hydroimidazolonów: MG-H1 (Nδ-(5-hydro-5-metylo-4-imidazolon-2-yl)ornityna), MG-H2 (kwas 

2-amino-5-(2-amino-5-hydro-5-metylo-4-imidazolon-1-yl)pentanowy) i MG-H3 (kwas 2-amino-

5-(2-amino-4-hydro-4-metylo-5-imidazolon-1-yl)pentanowy) [23]. Izoforma MG-H1, która jest 

głównym AGE pochodzącym z reakcji z MGO, stanowiącym ponad 90% wszystkich adduktów 

metyloglioksalu, została dodatnio skorelowana z występowaniem uszkodzenia śródbłonka 

naczyniowego [24]. Inny AGE powstający analogicznie podczas reakcji MGO z lizyną Nε-(1-

karboksyetylo)lizyna, znany jako CEL, okazał się pozytywnie korelować z insulinoopornością u 

pacjentów z cukrzycą [25]. Ponadto, MGO może również krzyżowo wiązać reszty  argininy i 

lizyny, tworząc addukt MODIC – 2-ammonio-6-((2-[(4-ammonio-5-okso-5-oksopentylo)amino]-

4-metylo-4,5-dihydro-1H-imidazolo-5-ylideno)amino)heksanian [26]. Dysfunkcje pojawiające 

się w obrębie układu krążenia w związku z modyfikacją strukturalną aminokwsów przez MGO są 

naturalną konsekwencją zmian strukturalnych w białkach pełniących w organizmie kluczowe 

funkcje [27]. Udowodniony wpływ α-DC i AGE na powstawanie uszkodzeń śródbłonka 

spowodował wzrost zainteresowania potencjalnym zastosowaniem związków wychwytujących  

α-DC i posiadających właściwości antyglikacyjne i/lub antyoksydacyjne jako czynników 

ochronnych w zapobieganiu powikłaniom naczyniowym cukrzycy.  Uznaje się, że zmniejszenie 

systemowego stężenia -dikarbonyli może przyczynić się do opóźnienia powstawania 

szkodliwych produktów glikacji (AGE), co ma kluczowe znaczenie dla pacjentów, którzy z 

powodu cukrzycy i innych chorób kardiometabolicznych doświadczają podwyższonego stężenia 

reaktywnych karbonyli (stres karbonylowy) [28]. Ponadto dowiedziono, że zmniejszenie stężenia 

metyloglioksalu we krwi może zmniejszać ryzyko wystąpienia incydentów sercowo-

naczyniowych u pacjentów z cukrzycą [29].  

Do tej pory zaproponowano co najmniej kilkanaście związków, które mogą być potencjalnie 

użyteczne jako terapia przeciw α-dikarbonylom. Wśród nich znajdują się związki o charakterze 

eksperymentalnym, takie jak aminoguanidyna [30] i alagebrium [31]; zarejestrowane leki, takie 

jak metformina [32], tiazolidynodiony [33], inhibitory konwertazy angiotensyny [34], blokery 
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receptora angiotensyny [35,36], statyny [37] oraz składniki suplementów diety, takie jak  

L-karnozyna [38], pirydoksamina [39] i kwercetyna [40]. Zarówno aminoguanidyna, jak i 

alagebrium zostały wykluczone z dalszych faz badań klinicznych ze względu na występowanie 

działań niepożądanych budzących obawy o bezpieczeństwo ich stosowania [41]. W przypadku 

zarejestrowanych leków, z wyjątkiem metforminy, brak jednoznacznych dowodów skuteczności 

w zakresie schorzeń związanych z α-DC w badaniach klinicznych na ludziach [42]. 

Powszechnie wiadomo, że niektóre antyoksydanty roślinne, takie jak polifenole czy 

flawonoidy, mają korzystny wpływ na ogólne zdrowie kardiometaboliczne, a dodatkowo mogą 

modulować ryzyko rozwoju chorób sercowo-naczyniowych i metabolicznych, w tym cukrzycy i 

jej powikłań [43,44]. Zdolność do związania reaktywnych dikarbonyli, prawdopodobnie będąca 

częścią składową tego ogólnego korzystnego efektu, została udowodniona w kilku badaniach in 

vitro miedzy innymi dla kwercetyny [40], kemferolu [45], katechiny [46] i naryngeniny [47]. 

Badania in vitro wykazały również, że mechanizm wychwytywania występuje w warunkach 

fizjologicznych - tworzenie adduktów metyloglioksalu z mirycetyną [48] oraz genisteiną [49] u 

myszy, a także metyloglioksalu z metforminą u ludzi [32]. Jednak brak takich badań w odniesieniu 

do związków z grupy leków wazoprotekcyjnych, w tym bioflawonoidów i leków syntetycznych. 

Do tej pory nie przebadano również substancji roślinnych tradycyjnie stosowanych w łagodzeniu 

objawów cukrzycy czy jako środki wspomagające układ krążenia, których profil działania i 

budowa chemiczna głównych składników wskazują, że mogą być skuteczne w zmniejszaniu 

stężeń α-DC i AGE.  

2. Cel podjętych badań 

W niniejszej rozprawie doktorskiej postawiono hipotezę, że środki wazoprotekcyjne, 

stosowane w terapii przewlekłej niewydolności żylnej, a także ich analogi strukturalne posiadają 

zdolność hamowania nieenzymatycznej glikacji i/lub neutralizowania reaktywnych α-dikarbonyli. 

Na podstawie tej hipotezy głównym celem badawczym było zidentyfikowanie nowych substancji 

o wysokim potencjale antyglikacyjnym i/lub pułapkującym -DC (głównie metyloglioksal) w 

porównaniu do uznanych związków o takiej aktywności (aminoguanidyny, metforminy, 

kwercetyny). Badaniom poddano naturalne i syntetyczne środki flebotropowe, a także wybrane 

flawonoidy oraz substancje roślinne flawonoidowe lub zawierające inne składniki (polifenolowe, 

pochodne guanidyny) o właściwościach antyoksydacyjnych, hipoglikemizujących i wykazujących 



13 
 

efekt ochronnych przed powikłaniami cukrzycy, szczególnie ze strony układu sercowo-

naczyniowego. Ponieważ właściwości przeciwutleniające i przeciwrodnikowe tych substancji 

mogą warunkować hamowanie utleniania cukrów prostych, takich jak glukoza i fruktoza, oraz 

glikowanych makromolekuł, a przez to osłabiać proces glikacji, sieciowania białek i zmniejszać 

wytwarzanie szkodliwych dla komórki końcowych produktów zaawansowanej glikacji, 

dodatkowo zweryfikowano i porównano ich potencjał antyoksydacyjny. Dalszym celem badania 

było wyjaśnienie, przynajmniej częściowe, mechanizmów leżących u podstawy efektu 

antyglikacyjnego (anty-AGE) oraz wskazanie elementów struktury chemicznej tych związków 

istotnych dla zdolności wiązania MGO i innych -DC pochodzących głównie z metabolizmu 

węglowodanów. Badania podstawowe przeprowadzono w modelach in vitro. Aktywność jednego 

ze związków o najwyższej aktywności zweryfikowano w badaniu klinicznym z udziałem 

zdrowych ochotników.  

Cele cząstkowe publikacji stanowiących podstawę rozprawy obejmowały:  

 W publikacji P1 celem było wyselekcjonowanie związku lub związków o najwyższym 

potencjale hamującym proces nieenzymatycznej glikacji w modelu in vitro z albuminą wołową 

i MGO lub GO, a następnie zweryfikowanie ich zdolności wiązania metyloglioksalu i glioksalu 

w mieszaninach modelowych odzwierciedlających warunki fizjologiczne (UHPLC-ESI-MS). 

Badaniom poddano będące w użyciu substancje czynne klasyfikowane w systemie ATC (ang. 

The Anatomical Therapeutic Chemical Classification System) w kategorii C05  "Leki 

ochraniające ścianę naczyń" oraz ich strukturalne analogi (aglikony i inne). Zbadano również 

ich aktywność przeciwutleniającą i przeciwrodnikową per se, będącą prawdopodobnie 

składową efektu wazoprotekcyjnego i antyglikacyjnego oraz przebieg reakcji wiązania  

α-dikarbonyli w czasie z wykorzystaniem derywatyzacji MGO i GO (Rycina 1.).  

 Celem publikacji P2 była weryfikacja czy hesperydyna, wytypowana w publikacji P1 jako 

jeden ze związków wykazujących najsilniejszą aktywność przeciwglikacyjną i pułapkującą  

α-DC, ma zdolność do obniżania osoczowego stężenia -dikarbonyli w warunkach in vivo. 

Badanie stanowiło wtórną analizę podwójnie zaślepionego, randomizowanego badania 

klinicznego typu naprzemiennego u zdrowych osób w podeszłym wieku, w którym uczestnicy 

otrzymywali kompleks ekstraktu z naowocni pomarańczy słodkiej i koncentratu soku z owoców 
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granatowca z hesperydyną jako głównym składnikiem (badany produkt to suplement diety o 

oznaczonej zawartości hesperydyny i punikalaginy). W tym celu próbki osocza pacjentów 

poddane zostały procesowi derywatyzacji, a następnie stężenia MGO, GO i 3-DG zostały 

zmierzone z wykorzystaniem metody UPLC-MS/MS; do oceny statystycznej wyników 

zastosowano model mieszany.  

 W publikacjach P3 i P4 celem było potwierdzenie założenia, iż substancje roślinne o 

właściwościach antyoksydacyjnych i hipoglikemizujących posiadające w składzie chemicznym 

glikozydy flawonoidowe, inne polifenole lub pochodne guanidyny mogą hamować glikację, 

m.in. przez wychwytywanie -dikarbonyli. Badaniom poddano ziele rutwicy (Galegae herba) 

stosowane dawniej w leczeniu objawów cukrzycy oraz jej składniki aktywne, jak galegina 

(izopentenyloguanidyna), która była pierwowzorem w syntezie metforminy i innych 

hipoglikemizujących biguanidów. W ostatniej pracy z cyklu oceniono właściwości 

przeciwglikacyjne i pułapkujące aspalatyny, C-glikozydu dihydrochalkonu oraz C-glikozydów 

flawonów występującego w rooibos - herbacie z czerwonokrzewu (Aspalathus linearis 

(Burm.f.) R.Dahlgren). Podjęto też próbę wskazania najbardziej istotnych elementów budowy 

chemicznej flawonoidów warunkujących zdolność wychwytywania MGO i GO. Surowce te 

wyselekcjonowano na podstawie ich znanych właściwości leczniczych/prozdrowotnych i 

korzystnego wpływu w hiperglikemii oraz w zaburzeniach ze strony układu sercowo-

naczyniowego. W obu publikacjach przeprowadzono szczegółową analizę jakościową i 

ilościową składu chemicznego przygotowanych przetworów (naparów, wyciągów wodno-

alkoholowych). W oparciu o uzyskany profil fitochemiczny dla każdego z surowców wybrano 

związki reprezentacyjne o różnej strukturze, z grup takich jak flawonoidy, kwasy 

hydroksycynamonowe i pochodne guanidyny, z przeznaczeniem zbadania ich zdolność do 

wychwytu -DC oraz zweryfikowania i porównania właściwości antyglikacyjnych i/lub 

antyoksydacyjnych. W odniesieniu do rooibos ocenie poddano surowiec fermentowany 

(czerwony rooibos) i niefermentowany (zielony rooibos), oba dostępne komercyjnie. 
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Rycina 1. Abstrakt graficzny do publikacji P1. 

3. Materiały i metody 

Metody zastosowane w badaniach zostały szczegółowo opisane w artykułach 

wchodzących w skład cyklu 4 publikacji, będącego podstawą niniejszej rozprawy doktorskiej. 

Poniżej znajduje się ogólny opis zastosowanych metod i modeli badawczych.  

3.1. Materiał badawczy   

W publikacji P1, P3, P4 materiał badawczy stanowiły wzorce substancji 

wazoprotekcyjnych, w tym bioflawonoidów (diosmina, hepserydyna, trokserutyna) i ich analogów 

(diosmetyna, hesperetyna, rutyna) oraz dobesylanu wapnia, a także aspalatyny, witeksyny, 

izowiteksny, eriodykcjolu, kwercetyny, floretyny, floroglucynolu, kwasu chlorogenowego, 

siarczanu galeginy, aminoguanidyny i chlorowodorku metforminy pochodzące od 

certyfikowanych dostawców (Sigma-Aldrich Sp. z o.o., Poznań, Poland; Extrasynthese, Genay 

Cedex, France; SelectLab, Münster, Niemcy; PPF Hasco-Lek S.A.).  Aminoguanidynę (związek 

referencyjny), metforminę, kwercetynę i floretynę zastosowano w charakterze aktywnych 

substancji odniesienia. 
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Substancje roślinne tj. ziele rutwicy (Galegae herba, Galega officinalis L.) nabyto w 

Zakładach Konfekcjonowania Ziół FLOS (Mokrsko, Polska) posiadających certyfikaty GMP i ISO 

9002 (serie nr 1099, 1108, 1010; oznaczone odpowiednio jako Gof1, Gof2 i Gof3). Rooibos 

fermentowany (czerwony rooibos, RR) i niefermentowany (zielony rooibos, GR) stanowiący 

wysuszone, rozdrobnione liście i wierzchołkowe części pędów Aspalathus linearis (Burm. f.) R. 

Dahlgren pochodziły z Republiki Południowej Afryki i zakupiono je u polskiego producenta herbat 

OXALIS POLSKA Sp. z o.o. (Radzionków, Polska). Z substancji roślinnych przygotowano 

przetwory – napary i wyciągi wodno-alkoholowe.  

W publikacji P2 materiał badawczy stanowiły próbki osocza pozyskane z krwi 

obwodowej pobranej na czczo. Osocze pozyskane zostało na potrzeby badania klinicznego 

zarejestrowanego na clinicaltrials.gov pod numerem NCT03781999, prowadzonego przez firmę 

BioActor BV (Maastricht, Holandia) oraz Uniwersytet w Maastricht. 

3.2. Przygotowanie naparów i wyciągów roślinnych do badań in vitro 

Około 0,2 g wysuszonego i drobno sproszkowanego ziela Galega officinalis L. 

ekstrahowano 10 mL wrzącej wody przez 15 minut (napar), a także 10 mL metanolu lub 

mieszaniny wody i metanolu (1:1, 3:7; v/v) w łaźni ultradźwiękowej (Bandelein Sonorex Digital 

10P; Bandelin, Berlin, Niemcy) w temperaturze 40 °C przez 15 min. Parametr DER określający 

stosunek ilości substancji roślinnej do ilości otrzymanego wyciągu roślinnego wynosił 1:50 

(publikacja P3). Około 0,25 g wysuszonych, rozdrobnionych liści i wierzchołkowych części 

pędów Aspalathus linearis (Burm. f.) R. Dahlgren (fermentowanych i niefermentowanych) 

ekstrahowano 25 mL wrzącej wody (napary) lub mieszaniny wody i etanolu (1:1, v/v) przez 15 

minut (w łaźni ultradźwiękowej w temperaturze 40 °C). DER otrzymanych przetworów roślinnego 

wynosił 1:100 (publikacja P4). Napary i wyciągi sączono przez filtr Durapore 0,22 i 0,45 μm 

(Millipore; Burlington, MA, USA) do fiolek oraz analizowano przy użyciu metod chromatografii 

cieczowej opisanych poniżej (publikacja P3, P4). 

3.3  Zastosowane modele in vitro  

Badania przeprowadzono w modelach in vitro reakcji wiązania -dikarbonyli przez 

wybrane związki lub przetwory substancji roślinnych oraz reakcji hamowania powstawania 

zaawansowanych końcowych produktów glikacji białek na przykładzie surowiczej albuminy 

wołowej (BSA) jako białka celowanego (publikacje P1, P3, P4). 
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3.3.1. Model procesu glikacji  

Badanie aktywności antyglikacyjnej przeprowadzono z wykorzystaniem BSA 

inkubowanej z badanym związkiem lub przetworem roślinny oraz MGO lub GO w roztworze soli 

fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS, pH 7,4) z 0,02% (m/v) azydkiem sodu, który 

zapobiegał wzrostowi mikroorganizmów w próbce. Następnie tak przygotowane mieszaniny 

pozostawiono w symulowanych warunkach fizjologicznych bez dostępu światła słonecznego w 

temperaturze 37 °C i wytrząsano z prędkością 50 obrotów na minutę przez 7 dni w zamkniętych 

fiolkach zabezpieczonych parafilmem. Mieszaninę poreakcyjną analizowano wykorzystując 

metodę spektrofluorymetryczną (P1, P4) 

3.3.2. Model reakcji wiązania -dikarbonyli  

Badanie zdolności wiązania dikarbonyli przeprowadzono tworząc model reakcyjny, w 

którym inkubowano badany związek lub napar/wyciąg roślinny z MGO lub GO przez 1 godzinę 

w roztworze soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS, pH 7,4) w temperaturze 37 °C i 

wytrząsano z prędkością 40 obrotów na minutę. Reakcję kończono dodając niewielką ilość kwasu 

octowego lodowatego i umieszczając zebrane próbki w łaźni wodnej z lodem. Następnie próbki 

filtrowano wykorzystując hydrofilowe filtry strzykawkowe Millex (Durapore 0,22 μm). Roztwory 

podstawowe -dikarbonyli były przygotowywane bezpośrednio przed rozpoczęciem każdej serii 

eksperymentów, a pH buforowanego roztworu soli fizjologicznej było monitorowane przed 

każdym badaniem. Przefiltorwaną mieszaninę poreakcyjną analizowano przy użyciu metod 

UHPLC-ESI-MS (publikacja P1, P3, P4). 

3.4. Ocena aktywności antyglikacyjnej (metoda spektrofluorymetryczna) 

W publikacji P1 pomiar intensywności fluorescencji całkowitej końcowych produktów 

zaawansowanej glikacji (AGE) przeprowadzono przy użyciu spektrofotometru fluorescencyjnego 

Cary Eclipse 500 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) przy długości fali 350 nm dla wzbudzenia i 

450 nm dla emisji. Dane opracowano za pomocą oprogramowania Cary Eclipse Control Software 

(Agilent, Santa Clara, CA, USA). W publikacji P4 intensywność fluorescencji AGEs analizowano 

za pomocą czytnika Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments Inc., 

Winooski, VT, USA) przy 360 nm dla wzbudzenia i 460 nm dla emisji. Przetwarzanie i 

opracowanie danych przeprowadzono przy użyciu oprogramowania Gen5 (BioTek Instruments 
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Inc., Winooski, VT, USA). Związek referencyjny o znanych silnych właściwościach 

antyglikacyjnych stanowiła każdorazowo aminoguanidyna. 

3.5. Derywatyzacja -dikarbonyli i ocena przebiegu w czasie reakcji wiązania 

metyloglioksalu i glioksalu 

Wybrane związki inkubowano z MGO lub GO w roztworze soli fizjologicznej buforowanej 

fosforanami (PBS, pH 7,4) w temperaturze 37 °C z prędkością 40 obrotów na minutę w celu 

symulacji warunków fizjologicznych przez 1, 2, 4, 8 i 24 godziny. Mieszaninę reakcyjną pobierano 

w każdym punkcie czasowym i natychmiast umieszczono w łaźni wodnej z lodem, dodając 

niewielką ilosć kwasu octowego lodowatego w celu zatrzymania reakcji wiązania dikarbonyli. 

Derywatyzację pozostałego MGO i GO przeprowadzono przez dodanie 1,2-fenylenodiaminy (o-

PDA) i wytrząsano worteksem przez 5 s. Następnie mieszaniny pozostawiano w temperaturze 

otoczenia w ciemności przez 30 minut. Analizę UHPLC-DAD wykorzystano do pomiaru stężenia 

metylochinoksaliny i chinoksaliny powstałych odpowiednio w reakcji metyloglioksalu i glioksalu 

z o-PDA (publikacja P1). Do oceny przebiegu w czasie reakcji wiązania metyloglioksalu i 

glioksalu w publikacji P1 wykorzystano ten sam sytem i eluenty co w publikacji P3, a pola 

powierzchni pików metylochinoksaliny i chinoksaliny monitorowano przy długościach fali 

odpowiednio 316 i 314 nm. Profil gradientu i warunki analizy przedstawiono szczegółowo w 

odnośnej pracy. 

3.6. Ocena aktywności przeciwutleniającej i przeciwrodnikowej (metody 

spektrofotometryczne) 

Pomiar aktywności przeciwutleniającej per se indywidualnych związków oraz przetworów 

roślinnych przeprowadzono z wykorzystaniem trzech testów: ABTS, FRAP i DPPH. Wszystkie 

pomiary wykonano za pomocą spektrofotometru Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, USA).  

3.6.1. Test FRAP  

Roztwór podstawowy odczynnika FRAP otrzymano przez zmieszanie 2,4,6-(tripirydylo)-

s-triazyny (TPTZ) w kwasie solnym z  heksahydratem chlorku żelaza (III) i  buforem octanowym 

(pH 3,6) w stosunku 1:1:10 (v/v/v). Świeżo przygotowany odczynnik FRAP dodano do roztworów 

badanych substancji o różnych stężeniach i dokładnie wymieszano w 96-dołkowej mikropłytce. 

Absorbancję niebieskiego kompleksu tripirydylotriazyny żelazawej (Fe2+/TPTZ) odczytano po 4 



19 
 

minutach inkubacji (z dala od światła) przy długości fali 593 nm. Wyniki wyrażono w μM Fe2+. 

Wszystkie pomiary wykonano w trzech powtórzeniach w zakresie stężeń 5-1000 μM 

analizowanych związków (publikacja P1). 

3.6.2. Test DPPH 

Roztwór podstawowy odczynnika DPPH przygotowano przez rozpuszczenie 2,2-difenylo-

1-pikrylohydrazylu w metanolu. Probówki z odczynnikiem DPPH chroniono przed światłem, 

przykrywając je folią aluminiową do momentu użycia. W 96-dołkowej mikropłytce roztwory 

badanych substancji w różnych stężeniach mieszano z metanolowym roztworem DPPH. Płytkę 

inkubowano przez 30 minut w ciemności w temperaturze otoczenia, a absorbancję rejestrowano 

przy długości fali 517 nm. Kwas galusowy został użyty jako kontrola pozytywna. Wszystkie 

pomiary wykonano w trzech powtórzeniach. Procentową aktywność zmiatania wolnych rodników 

DPPH obliczono w następujący sposób: inhibicja rodnika DPPH [%] = (A0 - A1)/A0 × 100%, gdzie 

A0 to średnia absorbancja kontroli, a A1 to średnia absorbancja ekstraktu/standardu z DPPH. 

Wartości IC50 obliczono z pomocą analizy regresji liniowej (publikacja P3) 

3.6.3. Test ABTS 

Roztwór podstawowy kationorodnika ABTS+ przygotowano przez zmieszanie równych 

ilości wodnych roztworów kwasu 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego, 2,2-azino-bis-(3-

etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) oraz nadsiarczanu potasu (K2S2O8, 2,45 mM) i inkubowanie 

mieszaniny w ciemności w temperaturze 25 °C przez 12 h. Roztwór podstawowy rozcieńczono 

następnie metanolem do osiągnięcia absorbancji przy 734 nm. W 96-dołkowej mikropłytce 

zmieszano odczynnik ABTS+ z badanymi substancjami o różnych stężeniach. Płytkę inkubowano 

przez 15 minut w ciemności w temperaturze otoczenia, a następnie zmierzono absorbancję przy 

517 nm. Wszystkie pomiary wykonano w trzech powtórzeniach, stosując zakres stężeń 5-1000 µM 

badanych związków. Krzywą standardową przygotowano przy użyciu różnych stężeń troloksu w 

zakresie 100-1000 μM. Aktywność zmiatania rodnika ABTS obliczono w następujący sposób: 

inhibicja rodnika ABTS [%] = (A0 - A1)/A0 × 100, gdzie A0 to średnia absorbancja kontroli, a A1 

to średnia absorbancja próbki z ABTS. Wartości IC50 obliczono z pomocą analizy regresji liniowej 

i wykorzystano do wyrażenia zdolności antyoksydacyjnej (publikacja P1, P3). 
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3.7. Projekt i populacja badania klinicznego 

Badanie kliniczne, którego wtórna analiza jest podstawą publikacji P2 zostało 

zatwierdzone przez lokalną Komisję Etyki Medycznej Centrum Medycznego Uniwersytetu w 

Maastricht+ i przeprowadzone zgodnie z Deklaracją Helsińską z 1975 r. ze zmianami z 2013 r. 

oraz holenderskimi przepisami dotyczącymi badań medycznych z udziałem ludzi z 1998 r. 

Eksperyment kliniczny przeprowadzono od czerwca 2018 r. do stycznia 2019 r. Wszyscy 

uczestnicy wyrazili pisemną, świadomą zgodę przed zebraniem danych. Badanie zostało 

zarejestrowane na stronie clinicaltrials.gov jako NCT03781999. Do wzięcia udziału w projekcie 

zostały zrekrutowane 42 starsze, zdrowe, niepalące osoby w wieku 60-75 lat (wg WHO wiek 

podeszły). Badanie to zostało zaprojektowane jako randomizowane, kontrolowane placebo, 

podwójnie zaślepione badanie krzyżowe (Rycina 2.). Pacjenci byli losowo przydzielani do jednej 

z sekwencji po zapisaniu się do badania. Randomizację przeprowadzono z wykorzystaniem 

dedykowanego oprogramowania. Uczestnicy otrzymywali komercyjnie dostępny suplement diety 

(Citrus & Pomegranate Complex; Actiful®, BioActor BV, Maastricht, Holandia) zawierający 500 

mg ekstraktu z naowocni pomarańczy słodkiej (Citrus × sinensis (L.) Osbeck) i 200 mg 

koncentratu soku z owoców granatowca (Punica granatum L). Badany produkt (CPC) był 

standaryzowany chromatograficznie (LC) przez producenta. Dzienna dawka zawierała 450 mg 

hesperydyny i 60 mg punikalaginy. Jako placebo zastosowano maltodekstrynę (Gonmisol, 

Barcelona, Hiszpania). Zarówno produkt badany jak i placebo miały formę kapsułki, z których 

każda zawierała 350 mg odpowiedniej substancji. CPC i placebo były identyczne pod względem 

wyglądu i smaku. Pacjenci byli proszeni o przyjmowanie 2 kapsułek żelatynowych przed 

śniadaniem, popijając 200 mL wody przez 4 tygodnie. Uczestnicy przyjmowali produkt badany 

lub placebo przez 4 tygodnie w losowej kolejności, oddzielone 4-tygodniowym okresem 

wypłukania. Próbki krwi pobierano od pacjentów na początku i końcu każdeo okresu 

przyjmowania CPC i placebo (4 próbki). Otrzymane w ten sposób materiał biologiczny 

analizowano w wykorzystaniem UPLC-MS/MS w celu oznaczenia osoczowego stężenia 

metyloglioksalu, glioksalu i 3-deoksyglukozonu. 
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Rycina 2. Schemat metodologii zastosowanej w badaniu klinicznym - publikacja P2. 

 

3.8 Metody chromatograficzne  
 

3.8.1. UHPLC-ESI-MS 

Analizę zdolności wiązania MGO i GO oraz badanie jakościowe (i ilościowe w odniesieniu 

do pochodnych guanidyny) składu naparów i wyciągów roślinnych wykonano metodami 

chromatografii cieczowej sprzężonej ze spektrometrem mas (MS) i/lub detektorem z matrycą 

fotodiodową (DAD) oraz przy użyciu kolumny oktadecylowej Kinetex C18  (150 × 2.1 mm, 2.6 

µm; Phenomenex, Torrance, CA, USA). Eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem 

systemu Thermo Scientific DionexUltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

wyposażonego w pompę czterokanałową (LPG-3400D, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA), detektor z matrycą fotodiodową (DAD-3000) i autosampler UltiMate 3000RS (WPS-3000) 

sprzężony z Compact ESI-QqTOF-MS (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy). Analizy prowadzono 

w trybie jonów ujemnych (ESI-) i dodatnich (ESI+). Fazami ruchomymi użytymi do stworzenia 

gradientu fazy ruchomej były: 0,1% (v/v) kwas mrówkowy w wodzie i 0,1% (v/v) kwas 

mrówkowy w acetonitrylu, odpowiednio jako eluenty A i B. Do kalibracji wewnętrznej użyto 

klastrów mrówczanu sodu w stężeniach 10 mM. Pozostałe paramtery takie jak prędkość 
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przepływu, program gradientu, zakres długości fal dla pomiarów (UV/Vis, nm), objętość 

nastrzyku, ciśnienie azotu, temperatura źródła jonów, napięcie kapilary oraz energia zderzeń 

różniły się w zależności od potrzeb i opisane zostały szczegółowo w publikacjach P1, P3 i P4. 

Otrzymane chromatogramy UHPLC, wraz z bazowymi i fragmentacyjnymi widmami jonów 

pseudomolekularnych i fragmentacyjnych, analizowano przy użyciu oprogramowania Compass 

Data Analysis (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy). 

3.8.2. UPLC-MS/MS 

Do oznaczania stężeń -dikarbonyli w badaniu klinicznym (publikacja P2) zastosowano 

system Waters Acquity I w połączeniu ze spektrometrem mas Xevo TQ-XS (Waters, Milford, MA, 

USA) wyposażonym w kolumnę oktadecylową C18 Acquity UPLC HSS T3 (50 × 2,1 mm, 1,8 

μm; Waters Corporation, Milford, MA, USA). Jako eluenty wykorzystano 5% (v/v) roztwór kwasu 

mrówkowego w wodzie (eluent A) i acetonitrylu (eluent B) przy prędkości przepływu 800 μL/min. 

Objętość nastrzyku wynosiła 10 μL, a temperatura kolumny 30 °C. Pomiar stężenia MGO, GO i 

3-DG przeprowadzono obliczając stosunek powierzchni każdego nieznakowanego obszaru piku 

do odpowiadającego mu obszaru piku wzorca wewnętrznego. Jonizacja metodą elektrorozpylania 

została przeprowadzona w trybie jonów dodatnich (ESI+) przy napięciu kapilarnym 0,5 kV, 

temperaturze źródła 150 °C i temperaturze desolwatacji 600°C. Do analizy danych wykorzystano 

oprogramowanie Masslynx (V4.1, SCN 644, Waters, Milford, MA, USA). 

3.8.3. HPLC-DAD 

Oznaczenie zawartości flawonoidów, fenolokwasów i sumy polifenoli w przetworach z  

G. officinalis w publikacji P3 wykonano z wykorzystaniem kolumny oktadecylowej Kinetex C18  

(150 × 2.1 mm, 2.6 µm; Phenomenex, Torrance, CA, USA) w systemie Thermo Scientific 

DionexUltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA) wyposażonym w pompę 

(LPG-3400D; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), detektor fotodiodowy  (DAD-

3000) i autosampler UltiMate 3000RS (WPS-3000). Fazy ruchome użyte do utworzenia gradientu 

stanowiły: 0,1% (v/v) kwas mrówkowy w wodzie i 0,1% (v/v) kwas mrówkowy w acetonitrylu. 

Pomiary UV/Vis prowadzono w zakresie długości fal 200-600 nm, co 2 nm, a chromatogramy 

rejestrowano przy 220, 254, 280, 320 i 360 nm (flawonole analizowano przy 360 nm, flawanonole 

przy 280 nm, a fenolokwasy pochodne kwasu hydroksycynamonowego przy 320 nm). Uzyskane 

dane analizowano za pomocą oprogramowania Chromeleon Chromatography Data System 
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Program gradientu i pozostałe parametry analizy 

HPLC-DAD opisano szczegółowo w publikacji P3.  

Zawartość flawonoidów z grupy dihydrochalkonów, flawonów i flawonoli w przetworach 

A. linearis w publikacji P4 oznaczono w systemie Smartline (Knauer Wissenschaftliche Geräte 

GmbH, Berlin, Niemcy) z pompą (Managare 5000), dynamiczną komorą mieszania (V7119-1), 

detektorem DAD 2800, ręcznym 6-portowym zaworem wtryskowym (A1366) i termostatem 

kolumny (Jetstream Plus). Do rozdziału wykorzystano kolumnę Hypersil GOLD C18 (250 × 4.6 

mm, 5 µm; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) z prekolumną C18 (10 × 4.6 mm, 5 

µm; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Dane zostały przetworzone przy użyciu 

programu EuroChrom for Windows Basic Edition V3.05 (V7568-5). Zastosowano następujące 

eluenty: 1,5% (v/v)  kwas mrówkowy w wodzie i 1,5% (v/v) kwas mrówkowy w acetonitrylu. 

Pomiary UV/Vis wykonano w zakresie długości fal 200-600 nm co 2 nm. Dihydrochalkony i 

flawanony analizowano przy 280 nm, natomiast flawony i flawonole przy 360 nm. Zawartości 

związków określono metodą wzorca zewnętrznego na podstawie powierzchni odpowiadających 

im pików. 

3.9. Analiza statystyczna 

Wartości średnie, maksymalne, minimalne, mediany i odchylenia standardowe dla 

wszystkich danych obliczano w programie Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) 

(publikacja P1, P3, P4). W celu określenia istotność różnic dla wyników otrzymanych w 

badaniach spektrofluorymetrycznych zweryfikowano hipotezy o normalności rozkładu danych za 

pomocą testu Shapiro-Wilka. Następnie przeprowadzono jednoczynnikową analizę wariancji 

ANOVA oraz test post-hoc porównań wielokrotnych Tuckeya przy użyciu oprogramowania 

GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Wartości p równe lub mniejsze 

niż 0,05 uznano za istotne (publikacja P1, P4).  

W badaniu klinicznym zmiany między wartościami stężenia -dikarbonyli na początku i 

na końcu każdego 4-tygodniowego okresu podwójnie ślepej próby uznano za efekt leczenia CPC. 

Do oceny efektów leczenia w tym badaniu zastosowano liniowy model mieszany z symetrią 

złożoną jako strukturą kowariancyjną. Uczestnik został zdefiniowany jako efekt losowy, podczas 

gdy leczenie i okres zostały potraktowane jako efekty stałe. Badanie interakcji między leczeniem 

a okresem wykazało brak efektu przeniesienia poprzedniego leczenia i dlatego nie zostało 
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uwzględnione w ostatecznym modelu. Efekty leczenia wyrażono jako średnie najmniejszych 

kwadratów z 95% CI, a istotność statystyczną ustalono przy 2-stronnej wartości p równej 0,05. Do 

analiz wykorzystano oprogramowanie SPSS Statistics 23 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA). 

Do wizualizacji danych wykorzystano oprogramowanie GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, USA) (publikacja P2). 

4. Najważniejsze wyniki i podsumowanie przeprowadzonych badań 

Zakres prac naukowo-badawczych cyklu publikacji przedstawionych jako rozprawa 

doktorska skupiał się na ocenie zdolności wiązania -dikarbonyli (metyloglioksalu i glioksalu) 

przez grupę substancji o właściwościach wazoprotekcyjnych i charakteryzujących się aktywnością 

w układzie sercowo-naczyniowym (ochraniających ścianę naczyń lub szerzej cytoprotekcyjnch), 

głównie w kontekście profilaktyki powikłań cukrzycy (angiopatii cukrzycowych). W badaniach 

wykorzystano naturalne i syntetyczne związki, ich analogi strukturalne i przetwory z substancji 

roślinnych o powyższym profilu działania. Pochodzące zasadniczo z przemian węglowodanów 

reaktywne -DC odpowiedzialne są w organizmach żywych za szereg szkodliwych reakcji 

występujących równolegle i wzajemnie się aktywujących, w tym nasilają stres karbonylowy, stres 

oksydacyjny, nieenzymatyczną glikację, generują powstawanie wiązań krzyżowych białek, AGE 

i modyfikacji licznych makromolekuł (insuliny, hemoglobiny, albumin osocza, lipoprotein, 

kolagenu, krystaliny i innych) [50]. Prowadzi to ostatecznie do stanu zapalnego i zaburzeń 

funkcjonowania komórek, tkanek i narządów oraz skutkuje progresją chorób 

kardiometabolicznych, m.in. cukrzycy i jej powikłań [5]. Ponieważ procesy te są ze sobą 

powiązane, w przeprowadzonych badaniach oceniono także efekt antyoksydacyjny i 

antyglikacyjny wybranych substancji. 

Leki wazorptotekcyjne (wenoaktywne, flebotropowe) to szeroka i bardzo różnorodna pod 

względem budowy chemicznej grupa leków, mających na celu ochronę układu naczyniowego i 

poprawę jego funkcjonowania. Do tej kategorii leków, oznaczonej kodem C05 w systemie ATC 

(ang. the Anatomical Therapeutic Chemical Classification System), zaliczamy między innymi 

bioflawonoidy (C05CA) i dobesylan wapnia (C05BX) [51]. Pomimo że leki z tej grupy 

wykorzystywane są z powodzeniem w lecznictwie już od kilku dekad to do tej pory niewiele uwagi 

poświęcono mechanizmom molekularnym leżącym u podstaw ich potencjalnego działania 

ochronnego przed reaktywnymi karbonylami. Dlatego w publikacji P1 zbadano, czy substancje 
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stosowane jako środki wazoprotekcyjne (diosmina, trokserutyna, rutyna i dobesylan wapnia) oraz 

ich analogi strukturalne (hesperydyna i aglikony bioflawonoidów), mają potencjał 

wychwytywania metyloglioksalu i glioksalu, zdolność do hamowania indukowanej przez  

-dikrarbonyle nieenzymatycznej glikacji makromolekuł (w modelu z albuminą wołową). 

Porównano także ich aktywność przeciwglikacyjną i przeciwutleniającą in vitro, w odniesieniu do 

uznanych inhibitorów aminoguanidyny, metforminy i kwercetyny. Badanie wykazało, że w 

warunkach eksperymentu kwercetyna, rutyna, diosmetyna, hesperetyna, hesperydyna i 

metformina wykazywały aktywność w kierunku bezpośredniego wychwytywania 

metyloglioksalu, podczas gdy glioksal był pułapkowany jedynie przez rutynę, diosmetynę, 

hesperetynę i hesperydynę. Trokserutyna, diosmina i dobesylan wapnia nie pułapkowały 

reaktywnych dikarbonyli, prawdopodobnie z powodu różnic w budowie chemicznej. Metformina 

natomiast w warunkach eksperymentu nie tworzyła adduktu z glioksalem. Podsumowanie 

wyników pułapkowania metyloglioksalu i glioksalu dla wszystkich związków zbadanych w 

publikacjach P1, P3, P4 znajduje się w Tabeli 1 i 2. Poza wskazaniem, czy dany związek może 

tworzyć addukty z MGO i GO, na podstawie mas jonów psudomoleklularnych i fragmentacji,  

zaproponowano również ich potencjalne struktury chemiczne (Rycina 3 przedstawia propozycję 

struktur adduktów na przykładzie aspalatyny i notofaginy z MGO i GO). Analizę prowadzono z 

wykorzystaniem trybu EIC (ang. Extracted Ion Chromatogram). Pozwoliło to uzyskać precyzyjne 

dane na temat intensywności określonego jonu (lub zakresu jonów) w funkcji czasu podczas 

analizy LC-MS. W trybie EIC każdorazowo poszukiwano jonów pseudomolekularnych 

zwiększonych o 72 Da lub 144 Da odpowiednio dla adduktów mono-MGO i di-MGO oraz o 58 

Da lub 116 Da dla adduktów mono-GO i di-GO.  

Po raz pierwszy wykazano bezpośrednią aktywność wychwytywania MGO i GO dla 

hesperetyny, hesperydyny i diosmetyny. Badanie potwierdziło również następujące zależności 

między strukturą a aktywnością flawonoidów: (1) podstawienie grupy hydroksylowej w pozycji 

C-7 pierścienia benzenowego A powoduje zmniejszenie zdolności wychwytywania 

metyloglioksalu i glioksalu (kwercetyna i rutyna vs. trokserutyna, diosmetyna vs. diosmina, 

hesperetyna vs. hesperydyna); (2) wiązanie podwójne w pierścieniu heterocyklicznym C również 

zmniejsza wychwytywanie -dikarbonyli (hesperetyna i hesperydyna vs. diosmetyna i diosmina).  

Wbrew wcześniejszym doniesieniom [52] uzyskane wyniki ujawniły również, że budowa 

pierścienia fenylowego B jest istotna dla aktywności pułapkującej flawonoidów. Podstawienie 
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grupy -OH w pozycji C-4' pierścienia B stabilizuje cząsteczkę, zapobiegając tworzeniu się struktur 

semichinonu i chinonometydu oraz dalszemu rozszczepianiu heterocyklicznego pierścienia C.  

W ten sposób pierwotna struktura flawonoidu jest prawdopodobnie bardziej stabilna, a aktywność 

pułapkująca podtrzymana.  

Tabela 1. Addukty metyloglioksalu i badanych substancji powstałe po 1 h inkubacji w buforowanym 
roztworze soli fizjologicznej o pH 7,4 w temperaturze 37 °C. 

Substancja Źródło Pik Rt 
[min] 

[M − H]− lub [M + H]+ 
mono-MGO addukt (m/z) 

Pik Rt 
[min] 

[M − H]– lub [M + H]+ 
di-MGO addukt (m/z) 

Flawonole        
RutynaP1 S a- c 8.69; 

8.84; 
8.85 

681.1698 a-c 7.90; 
8.26; 
8.44  

753.1885 

TrokserutynaP1 S - - n.d. - - n.d. 
KwercetynaP1  a-b 10.93; 

11.06 
373.0567 a 10.01 445.0779 

Flawony         
8-C-glukozyd 
apigeniny 
(witeksyna)P4 

S a-b 20.55; 
20.86 

503.1205 - - n.d. 

6-C-glukozyd 
apigeniny 
(izowiteksyna)P4 

S a-b 20.82; 
21.50 

503.1191 - - n.d. 

DiosminaP1 S - - n.d. - - n.d. 
DiosmetynaP1 S a-b 12.19, 

12.36 
371.0758 a 11.24 443.0970 

Flawanony        
HesperidydynaP1 S a-f 8.97; 

9.19; 
9.82; 
9.95; 

10.88; 
10.98; 

681.1972 - - n.d. 

HesperetynaP1 S a-b 12.04; 
12.93 

373.0913 a 10.80 445.1103 

EriodykcjolP4 S a-d 21.50; 
21.57; 
22.46; 
24.67 

359.0772 - - n.d. 

Chalkony         
AspalatynaP4 S a-b 19.85; 

21.45 
523.1475 - - n.d. 

 GR a-d 19.85; 
21.45; 
25.65; 
26.93 

523.1475 - - n.d. 

NotofaginaP4 GR a-c 21.95; 
23.43; 
28.05 

507.1519 - - n.d. 

FloretynaP4 S a 28.82 345.0993 a-b 27.05; 
27.46 

417.1197 
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Pochodne 
guanidyny  

       

MetforminaP1 S a 1.48 184.1158g a-b 1.57; 
1.64 

256.1297 

  b 1.20 202.1229    
GaleginaP3 S a-c 1.41; 

2.28; 
2.61 

200.1367 - - n.d. 

Inf a 2.61 200.1386 - - n.d. 
HydroksygaleginaP3 Inf a 0.98 216.1334 - - n.d. 
Związki 
syntetyczne  

       

Dobesylan 
wapniaP1 

S - - n.d. - - n.d. 

FloroglucynolP4 S a-b 4.28; 
17.32 

197.0549 a-c 8.43; 
14.28; 
16.71 

269.0813 

     a-b* 14.56; 
15.01 

341.1067 

P1, publikacja P1; P2, publikacja P2; P3, publikacja P3; P4, publikacja P4; S, standard; GR, wyciąg wodno-etanolowy z 
zielonego rooibos; Inf, napar; litery a-f reprezentują zidentyfikowane izomery tego samego związku; g, forma imidazolonu 
utworzona przez eliminację jednej cząsteczki wody z mono-MGO-metforminy; n.d., nie wykryto adduktu; *, tri-MGO-
floroglucynol  

 

Tabela 2. Addukty glioksalu i badanych substancji powstałe po 1 h inkubacji w buforowanym roztworze 
soli fizjologicznej o pH 7,4 w temperaturze 37 °C. 

Substancja Źródło Pik Rt 
[min] 

[M − H]− lub [M + H]+ 
mono-GO addukt (m/z) 

Pik Rt 
[min] 

[M − H]– or [M + H]+ 
di-GO addukt (m/z) 

Flawonole        
RutynaP1 S a- 

b 
8.09; 
8.41; 

667.1445 - - n.d. 

TrokserutynaP1 S - - n.d. - - n.d. 
KwercetynaP1 S - - n.d. - - n.d. 
Flawony         
8-C-glukozyd 
apigeniny 
(witeksyna)P4 

S a-b 19.03; 
19.19 

489.1033 - - n.d. 

6-C-glukozyd 
apigeniny 
(izowiteksyna)P4 

S - - n.d. - - n.d. 

DiosminaP1 S - - n.d. - - n.d. 
DiosmetynaP1 S a-b 11.64, 

12.1 
357.0605 - - n.d. 

Flawanony        
HesperidydynaP1 S a-b 11.05; 

11.37 
677.1861 - - n.d. 

HesperetynaP1 S a-c 11.28; 
12.37; 
13.78 

359.0771 a 12.99 417.0808 

EriodykcjolP4 S a-b 21.56; 
22.13 

345.0813 - - n.d. 

Chalkony         
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AspalatynaP4 S a-c 18.68; 
19.81; 
24.86 

509.1311 - - n.d. 

 GR a-c 18.68; 
19.81; 
24.86 

509.1314 - - n.d. 

NotofaginaP4 GR - - n.d. - - n.d. 
FloretynaP4 S a 26.88 331.0833 - - n.d. 
Pochodne 
guanidyny  

       

MetforminaP1 S a 1.48 184.1158g a-b 1.57; 
1.64 

256.1297 

 
GaleginaP3 

S a-c 1.41; 
2.28; 
2.61 

200.1367 - - n.d. 

Inf a 2.61 200.1386 - - n.d. 
HydroksygaleginaP3 Inf a 0.98 216.1334 - - n.d. 
Związki 
syntetyczne  

       

Dobesylan 
wapniaP1 

S - - n.d. - - n.d. 

Floroglucynol S a 13.79 183.0366 a 8.15 241.0482 
P1, publikacja P1; P2, publikacja P2; P3, publikacja P3; P4, publikacja P4; S, standard; GR, wyciąg wodno-etanolowy  z 

zielonego rooibos; Inf, napar; litery a-c reprezentują zidentyfikowane izomery tego samego związku; n.d., nie wykryto 
adduktu 

 

Dla związków wykazujących zdolność do bezpośredniego wychwytywania 

metyloglioksalu (rutyna, kwercetyna, diosmetyna, hesperydyna, hesperetyna, metformina) i 

glioksalu (rutyna, diosmetyna, hesperydyna, hesperetyna) przeprowadzono badanie przebiegu w 

czasie reakcji pułapkowania. Aby określić ilość MGO/GO pozostałą po inkubacji w każdym 

punkcie czasowym, próbki derywatyzowano za pomocą 1,2-fenylenodiaminy (o-PDA). Badanie 

wykazało, że aktywność pułapkowania metyloglioksalu różniła się między badanymi związkami, 

podczas gdy glioksal był wychwytywany przez wszystkie badane związki z podobną 

skutecznością. W ciągu 24 godzin hesperetyna, kwercetyna, rutyna i diosmetyna zdołały 

wychwycić od 68 do 85 %  MGO i zostały uznane za najbardziej skuteczne spośród badanych 

związków. Nieco niższe wartości odnotowano dla hesperydyny  40%. Wśród najsilniej 

działających związków widoczne były różnice w kinetyce reakcji wychwytywania MGO. 

Hesperetyna i kwercetyna wiązały 50% metyloglioksalu w ciągu zaledwie dwóch godzin. 

Natomiast diosmetyna i rutyna były w stanie wychwycić mniej niż 15% MGO w tym samym 

czasie i oba związki potrzebowały ponad 8 godzin, aby wyeliminować 50% metyloglioksalu. Dla 

metforminy stosowanej jako lek pierwszego rzutu w cukrzycy typu 2, zdolność do wychwytywania 
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metyloglioksalu wykazano wcześniej w badaniach in vitro i in vivo [32,53]. Jednak wyniki naszego 

eksperymentu sugerują, że jej aktywność w wychwytywaniu MGO w porównaniu z substancjami 

flawonoidowymi była stosunkowo niska (ok. 17%). Po 24 godzinach inkubacji hesperetyna i 

rutyna okazały się najbardziej skuteczne w wychwytywaniu glioksalu, wygaszając odpowiednio 

81% i 75% GO. Tylko nieznacznie mniej skuteczna była hesperydyna i diosmetyna z (ok. 67%).  

Wyniki sugerują, że glioksal wydaje się być szybciej wychwytywany w porównaniu do 

metyloglioksalu. Zarówno hesperetyna, jak i rutyna były w stanie wyeliminować z roztworu 

prawie 50% glioksalu w ciągu zaledwie jednej godziny, a hesperydyna i diosmetyna w czasie 2 

godzin.  

Wszystkie związki niezależnie od aktywności pułapkującej przebadano również pod kątem 

zdolności do hamowania procesu nieenzymatycznej glikacji białek. W modelu z metyloglioksalem 

jako czynnikiem indukującym proces glikacji i albuminą wołową jako białkiem celowanym, 

najsilniejszymi inhibitorami tworzenia AGE okazały się hesperetyna, hesperydyna, dobesylan 

wapnia i kwercetyna z aktywnością hamującą odpowiednio 57%, 52%, 50% i 47%. Aktywność 

aminoguanidyny, użytej jako inhibitor referencyjny, była niższa niż w przypadku powyżej 

wymienionych substancji i porównywalna z aktywnością metforminy, diosminy i trokserutyny na 

poziomie ~ 40%. Aminoguanidyna była bardziej aktywna jedynie od rutyny (33%) i diosmetyny 

(31%). Nieco inne wyniki uzyskano w modelu z glioksalem jako czynnikiem glikującym, gdzie 

diosmetyna (40%) i hesperydyna (31%) były najsilniejszymi inhibitorami glikacji, a ich aktywność 

przewyższała aktywność aminoguanidyny (31%). Hesperetyna, kwercetyna, rutyna, a następnie 

dobesylan wapnia i diosmina wykazywały podobną, nieco słabszą aktywność w przedziale 20-

27%, natomiast najsłabszą zdolność hamowania glikacji indukowanej GO wykazywały 

trokserutyna (8%) i metformina (6%). Testy aktywności przeciwutleniającej potwierdziły, że 

związkami o wysokim potencjale przeciwutleniającym - redukującym i przeciwrodnikowym są 

kwercetyna, rutyna, hesperetyna i dobesylan wapnia, a ich aktywność jest zależna od stężenia. 

Potwierdzono również, że aktywność antyoksydacyjna aglikonów flawonoidowych jest generalnie 

wyższa niż odpowiednich glikozydów. Interesującym przykładem związku wykazującego silne 

właściwości antyglikacyjne przy jednoczesnym braku potencjału do pułpakowania α-DC był 

dobesylan wapnia. Prawdopodobnie główną składową efektu antyglikacyjnego tego związku są 

silne właściwości antyoksydacyjne jak wykazano w badaniu własnym. Warto zaznaczyć, że z 

uwagi na wysoką biodostępność, stężenie dobesylanu wapnia w osoczu uzyskiwane po zażyciu 
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dawki terapeutycznej 500 mg (niewydolność żylna: od 500 do 1000 mg na dobę; retinopatia 

cukrzycowa: od 1000 do 1500 mg na dobę) przewyższa stężenia, jakie mogą osiągać 

bioflawonoidy mające w badaniach własnych podobną aktywność antyglikacyjną (np. hesperetyna 

czy hesperydyna) nawet 5 razy [54, 55, 56]. A zatem mimo podobnych wyników w testach in vitro, 

można założyć, że efekt w ludzkim organizmie będzie silniejszy dla związku osiagającego wyższe 

stężenia w ustroju. Tym samym biodostępność jest niewątpliwie czynnikiem jaki należy brać pod 

uwagę przy projektowaniu dalszych badań.  

Wyniki publikacji P1 wskazują jednoznacznie, że substancje wazoprotekcyjne i ich 

analogi strukturalne mogą skutecznie wychwytywać MGO i GO (bioflawonoidy) oraz ograniczać 

proces glikacji indukowany -dikarbonylami, dodatkowo wykazaując aktywność 

antyoksydacyjną, co może korzystnie wpływać na śródbłonek naczyń krwionośnych. 

W kolejnej publikacji (publikacja P2) dokonano weryfikacji zdolności hesperydyny do 

obniżania osoczowego stężenia metyloglioksalu in vivo. W próbie klinicznej z udziałem zdrowych 

ochotników wykorzystano kombinację ekstraktu z naowocni pomarańczy słodkiej (Citrus × 

sinensis (L.) Osbeck) i koncentratu soku z owocu granatowca (Punica granatum L.) (produkt 

CPC), w którym hesperydyna była głównym składnikiem. Zarówno dla glikozydu – hesperydyny, 

jak i jej aglikonu – hesperetyny, będącej głównym metabolitem jelitowym hesperydyny w 

organizmie ludzkim, wcześniejsze badania in vitro opisane w publikacji P1 wykazały zdolność 

do wiązania MGO i GO. Hesperydyna, mimo że nie jest klasyfikowana w systemie ATC jako 

substancja wazoprotekcyjna stanowi składnik preparatów złożonych stosowanych w przewlekłej 

niewydolności żylnej i zaburzeniach mikrokrążenia, objawiających się obrzękami i bólem. 

Eksperyment kliniczny (wtórna analiza podwójnie zaślepionego, randomizowanego, krzyżowego 

badania klinicznego u zdrowych osób w podeszłym wieku) udowodnił, że stosowanie CPC przez 

okres 4 tygodni spowodowało spadek steżenia wszystkich trzech -dikarbonyli, dla aktórych 

wykoano oznaczenia, tj.: MGO, GO i 3-DG. Statystycznie istotny spadek stężenia w osoczu w 

porównaniu z placebo zaobserwowano dla MGO, wykazując redukcję o -18,7 nM/L (9,8% od 

wartości wyjściowej). Z kolei obniżenie stężeń GO i 3-DG wywołane CPC nie było istotne 

statystycznie i wynosił odpowiednio -7,8 nM/L (spadek o 6,6% w stosunku do wartości 

wyjściowych) i -16,6 nM/L (spadek o 2,9% w stosunku do wartości wyjściowych). Wcześniejsze 

badania obserwacyjne wykazały, że stężenia metyloglioksalu są istotnie związane z 
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występowaniem zdarzeń sercowo-naczyniowych w cukrzycy. Różnica w stężeniach MGO w 

osoczu między diabetykami, którzy doświadczyli zdarzeń sercowo-naczyniowych, a tymi, którzy 

ich nie doświadczyli, wynosi od 5% do 13% [29]. Oznacza to, że zmniejszenie stężenia MGO w 

osoczu o 9,8%, jak stwierdzono w niniejszym badaniu z CPC, może mieć znaczenie kliniczne 

(publikacja P2). Badanie przeprowadzone w ramach publikacj P2 stanowiły wtórną analizę 

materiału biologicznego pozyskanego na potrzeby badania klinicznego zatytuowanego „The Effect 

of a Combination of Orange and Pomegranate Actives on Physical Fitness in Elderly People”. 

Szczegóły dotyczące badania i produktu badanego znajdują się w sekcji Metody 3.7.  

W publikacji P3 i P4 zweryfikowano tezę, iż substancje roślinne posiadające w składzie 

chemicznym pochodne guanidyny, glikozydy flawonoidowe oraz inne polifenole o aktywności 

antyoksydacyjnej mogą hamować glikację, m.in. przez wychwytywanie -dikarbonyli. Surowce 

roślinne do badań wybrano na podstawie ich znanych właściwości leczniczych lub 

prozdrowotnych oraz korzystnego wpływu na hiperglikemię i zaburzenia ze strony układu 

krążenia.  

W publikacji P3 przedmiot badań stanowiło ziele rutwicy (Galegae herba) stosowane 

dawniej w leczeniu objawów cukrzycy takich jak polidypsja i poliuria [57]. Współczesna literatura 

naukowa dostarcza informacji potwierdzających, że rutwica lekarska zawiera składniki, które 

mogą wpływać na metabolizm glukozy, obniżając jej stężenie we krwi, np. galegina, stanowiąca 

pierwowzór dla powszechnie stosowanej dziś metforminy [58]. Ponadto w badaniach na 

zwierzętach z wykorzystaniem gryzoni zaobserwowano korelację między przyjmowaniem 

ekstraktów z ziela rutwicy a utratą masy ciała i zwiększaniem wydzielania insuliny przez komórki 

β trzustki [59,60]. Z powodu braku współczesnych badań dotyczących profilu bezpieczeństwa, 

ziele rutwicy jest w Polsce i Unii Europejskiej rzadziej stosowane, choć nadal bywa 

wykorzystywane leczniczo w krajach mniej uprzemysłowionych. Niewiele też wiadomo o jego 

składnikach innych niż alkaloidy i częściowo o flawonoidach. Dlatego w pierwszym etapie badań 

przeprowadzono profilowanie składu chemicznego ziela rutwicy (trzy serie Gof1, Gof2 i Gof3) 

przy użyciu metod chromatograficznych (UHPLC-ESI-MS, HPLC-DAD). Dla każdej grupy 

związków zidentyfikowanych w surowcu wybrano związek reprezentatywny do dalszych badań 

aktywności in vitro – galeginę z grupy pochodnych guanidynowych, rutynę jako przedstawiciela 

oligoglikozydów flawonoli, kwas chlorogenowy z grupy estrów kwasu hydroksycynamonowego. 
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Wyselekcjonowane związki oraz przetwory z surowca postanowiono przetestować następnie pod 

kątem zdolności wychwytywania MGO i aktywności przeciwutleniającej, aby ocenić, czy mają 

one właściwości potencjalnie przydatne w ochronie naczyń krwionośnych. Analiza UHPLC-ESI-

MS wyciągów wodnych i wodno-metanolowych ziela rutwicy pozwoliła na wykrycie 39 

związków. Wśród pochodnych guanidynowych zidentyfikowano galeginę i hydroksygaleginę, 

natomiast w grupie trójpierścioniowych alkaloidów chinazolinowych zidentyfikowano wazycynę, 

hydroksywazycynę, O-heksozyd wazycyny i wazycynon. Wśród pochodnych kwasu 

hydroksycynamonowego w surowcu dominowały estry kwasów kawowego, ferulowego i p-

kumarowego z kwasem heksarowym (aldarowym). Analiza związków w grupie flawonoidów 

potwierdziła obecność piętnastu związków. Większość wykrytych flawonoidów stanowiły O-

glikozydy flawonoli - kemferolu, kwercetyny, izoramnetyny. Zidentyfikowanych zostało siedem 

glikozydów kemferolu, sześć glikozydów kwercetyny i tylko jedna pochodną izoramnetyny. 

Ponadto zaobserwowano jeden flawanonol (glikozyd taksyfoliny). Glukoza, galaktoza i ramnoza 

były połączone z aglikonami jako mono-, di- lub triglikozydy. Wszystkie zidentyfikowane związki 

wraz z nazwami chemicznymi i profilami fragmentacji MS/MS znajdują się w odnośnej publikacji. 

W testach in vitro zaobserwowano, że poza rutyną i kwercetyną również galegina posiada zdolność 

do wychwytywania MGO podobnie jak metformina (wykorzystana jako substancja odniesienia). 

Nie stwierdzono natomiast aktywności pułapkującej dla kwasu chlorogenowego. Wśród związków 

obecnych w naparze z ziela G. officinalis aktywność wychwytującą MGO wykazywały rutyna, 

galegina i hydroksygalegina. Ustalono, że przyczyną, dla której addukty z metyloglioksalem 

wykryto jedynie dla powyższych związków wynika prawdopodobnie z tego, że to one stanowiły 

główne składowe naparu i były w nim obecne w najwyższym stężeniu mogąc najefektywniej 

wiązać się z MGO. Dla powstałych adduktów przestawiono propozycje wzorów strukturalnych w 

oparciu o wyniki analizy UHPLC-ESI-MS. Przy uwzględnieniu wartości IC50 wyrażonych w 

stężeniu mikromolowym, aktywność przeciwrodnikowa dla zbadanych indywidualnych związków 

układa się w następującej kolejności w teście DPPH: kwas galusowy > kwercetyna > rutyna > 

kwas chlorogenowy >>> siarczan galeginy. W teście ABTS szereg był następujący: kwercetyna > 

troloks > rutyna > kwas chlorogenowy >>> siarczan galeginy. Chociaż metformina nie wykazała 

działania antyoksydacyjnego per se związanego z przenoszeniem elektronu (testy DPPH, ABTS), 

niektóre badania donoszą o jej właściwościach chelatujących, które mogą hamować katalizowane 

przez jony metali przejściowych reakcje utlenianiai. Wartości % inhibicji obliczone zarówno dla 
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naparów, jak i ekstraktów wodno-metanolowych (w stężeniu 18 g/mL w DPPH i 2 g/mL w 

ABTS) wykazały wyższą aktywność hamującą niż rutyna i kwas chlorogenowy, ale niższą niż 

kwercetyna. Może to sugerować, że aktywność przeciwutleniająca przetworów  

G. officinalis opiera się nie tylko na związkach polifenolowych. Analiza fitochemiczna ekstraktów 

z ziela rutwicy wykazała również obecność trójpierścieniowych alkaloidów chinazolinowych, 

które według ostatnich badań posiadają silną aktywność przeciwrodnikową i mogą przyczyniać 

się do potencjału antyoksydacyjnego Galegae herba. Można również założyć synergizm 

pomiędzy zidentyfikowanymi składnikami badanych przetworów. Na podstawie uzyskanych 

wyników został wysunięty wniosek, że polifenole i pochodne guanidyny zawarte w przetworach 

z ziela G. officinalis wykazują potencjał antyoksydacyjny i wychwytujący MGO, co w przyszłości 

może zostać wykorzystane w profilaktyce schorzeń, w których metylglioksal odgrywa kluczową 

rolę. Niemniej jednak szczególnie z uwagi na raportowaną wcześniej toksyczność [61] konieczne 

są dalsze badania w modelach in vivo.  

W publikacji P4 analizie poddano części nadziemne czerwonokrzewu - Aspalathus 

linearis (Burm.f.) R.Dahlgren. Roślina ta jest uprawiana dla herbaty znanej jako rooibos, 

występującej komercyjnie w dwóch odmianach, niefermentowanej (zielony rooibos, GR) i 

fermentowanej (czerwony rooibos, RR) [62]. Dotychczasowe dane literaturowe sugerują, że może 

mieć ona pozytywny wpływ na układ krążenia. Liczne badania eksperymentalne dowodzą, że 

surowiec ten działa ochronnie na naczynia krwionośne dzięki właściwościom antyoksydacyjnym 

i przeciwzapalnym [63,64]. Ponadto polifenole zawarte w przetworach z czerwonokrzewu 

uwrażliwiają hepatocyty na insulinę i przez to mogą opóźniać rozwój insulinooporności [65]. 

Znane są również właściwości hipoglikemiczne A. linearis, dlatego może być on szczególnie 

polecany pacjentom w stanie przedcukrzycowymi i z cukrzycą jako środek wspomagający [66]. 

Pomimo tak obszernych badań nad korzystnymi właściwościami kardiometabolicznymi  

A. linearis, do tej pory nie oceniono, czy mechanizm działania jego głównych składników 

obejmuje również wychwytywanie metyloglioksalu i glioksalu oraz aktywność antyglikacyjną. W 

związku z powyższym, w ostatniej publikacji cyklu (publikacja P4) ocenie poddano aspalatynę, 

dihydrochalkon o strukturze C-glikozydu występujący w herbacie rooibos oraz pozostałe składniki 

tego surowca wytypowane na podstawie profilu fitochemicznego – witeksynę i izowiteksynę jako 

przedstawicieli C-glikozydów flawonów, eriodykcjol z flawanonów i floretynę jako aglikon 

notofaginy. Oceniono także napary i wyciągi wodno-etanolowego z surowca fermentowanego i 
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niefermentowanego o składzie bardziej zbliżonym do materiału wyjściowego. Potencjał 

antyglikacyjny i zdolność pułapkowania MGO i GO badanych substancji porównano z 

analogicznymi właściwościami metforminy i floroglucynolu - trifenolu będącego podstawą układu 

pierścienia A flawonoidów. Ponadto zbadano właściwości antyglikacyjne wyciągów wodno-

etanolowych z rooibos. Badanie składu chemicznego wykazało, że przetwory z RR i GR 

charakteryzowały się obecnością C-glikozydów dihydrochalkonów - aspalatyny i notofaginy, 

podczas gdy acetyloaspalatynę zaobserwowano jedynie w RR. Oba surowce zawierały również po 

dwie pary diastereoizomerów C-glikozydów eriodykcjolu: (S)-6-C-, (R)-6-C-, (S)-8-C- i (R)-6-C-

glukozyd eriodykcjolu. Najliczniejszą grupą flawonoidów występującą w fermentowanym rooibos 

były flawony. W analizowanych ekstraktach A. linearis zidentyfikowano izomery pozycyjne C-

glikozydów apigeniny i luteoliny: witeksynę/izowiteksynę oraz orientynę/izoorientynę, a także di-

C-glikozydy, m.in. karlinozyd. Aglikony flawonów, takie jak luteolina i chrysoeriol, oraz 

flawanony, głównie eriodykcjol, zostały zidentyfikowane w niesfermentowanym materiale 

roślinnym, podczas gdy O-glikozydy flawonoli, jak biokwercetyna (3-O-robinobiozyd 

kwercytyny), rutyna, hiperozyd i izokwercytryna zostały wykryte w większych ilościach w 

sfermentowanym rooibos. Główną różnicę w składzie obu rodzajów rooibos stanowi zawartość 

aspalatyny, która jest znacznie wyższa w niesfermentowanym materiale roślinnym. W 

sfermentowanym surowcu ulega ona procesom utleniania i jest przekształcana w C-glukozydy 

eriodykcjolu. Ocena ilościowa zawartości flawonoidów pozwoliła ustalić, że wyciąg wodno-

etanolowy z GR zawierał aż 65,5 mg/100 mL (1443,1 µM/L) flawonoidów, podczas gdy tak samo 

przygotowany ekstrakt z RR zawierał ich jedynie 13,6 mg/100 mL (320,2 µM/L). Tak więc rooibos 

zielony był ok. 4,5 razy bogatszy we flawonoidy i 15,6 razy bogatszy w dihydrochalkony niż 

czerwony. Zdolność do wychwytywania metyloglioksalu i glioksalu została zbadana dla 

poszczególnych flawonoidów zidentyfikowanych w przetworach z rooibos (aspalatyny, 

witeksyny, izowiteksyny i eriodiktyolu) wobec substancji odniesienia o znanej aktywności 

pułapkującej i podobnej budowie chemicznej (floretyna, floroglucynol) oraz w odniesieniu do 

aminoguanidyny i metforminy. Następnie te same testy przeprowadzono z wykorzystaniem 

ekstraktów GR i RR. Wyniki tego badania pozwoliły stwierdzić, że w warunkach eksperymentu 

wszystkie badane związki (aspalatyna, witeksyna, izowiteksyna, eriodykcjol, floretyna, 

floroglucynol) wykazywały aktywność w kierunku bezpośredniego wychwytywania 

metyloglioksalu, podczas gdy tylko aspalatyna, witeksyna i eriodykcjol wykazywały zdolność do 
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wychwytywania glioksalu. Podobnie floretyna i floroglucynol stosowane jako substancje 

odniesienia wychwytywały oba α-dikarbonyle. W przypadku wyciągu wodno-etanolowego RR nie 

zaobserwowano adduktów ani z MGO, ani z GO, co prawdopodobnie wynika z niskiego stężenia 

flawonoidów w ekstrakcie w porównaniu do GR - jak wykazano w pierwszym etapie pracy. W 

wyciągu z GR tylko dihydrochalkony były źródłem adduktów z MGO (aspalatyna i nothofagina) 

i GO (aspalatyna). Dla wszystkich związków wykazujących aktywność w kierunku 

bezpośredniego pułapkowania -DC w oparciu o wyniki uzyskane w analizie UHPLC-ESI-MS 

zaproponowano struktury adduktów uwzględniając możliwe warianty podstawienia cząsteczki 

dikarbonylu oraz formę hemiactalową i hemiketalową powstałej cząsteczki. Struktury adduktów 

na przykładzie aspalatyny i notofaginy przedstawiono na Rycinie 3. 

W oparciu o wyniki uzyskane w publikacji P4  można potwierdzić, że to układ 

floroglucynolu pierścienia benzenowego A flawonoidów determinuje reakcję pułapkowania α-

dikarbonyli. Ułożenie grup -OH w pierścieniu benzenowym w pozycji meta względem siebie 

stwarza warunki do addycji nukleofilowej MGO i GO. Pierścień A z wolnymi dwoma lub trzema 

grupami hydroksylowymi i niepodstawionymi protonami przy bezpośrednio sąsiadujących 

atomach węgla (układ floroglucynolu) jest kluczowym elementem aktywności pułapkującej 

flawonoidów. Zaburzenie tej struktury poprzez związanie lub brak jednej z wolnych grup 

hydroksylowych (np. w C-7 w pierścieniu A) lub wprowadzenie podstawników przy sąsiadujących 

z nimi pozycjach (jak w C-8 i C-6 C-glikozydów) wpływa na obniżenie lub zniesienie zdolności 

do wychwytywania -DC (zablokowanie pozycji przyłączenia -DC). Jednak potrzebne są dalsze 

badania, by wyjaśnić szczegółowo wagę tych modyfikacji w budowie flawonoidów. 

Badanie aktywności antyglikacyjnej rooibos przeprowadzono w dwóch modelach in vitro 

– podobnie jak we wcześniejszych publikacjach. W modelu wykorzystującym metyloglioksal 

wszystkie badane związki wykazywały dość wysoką aktywność hamującą powstawanie AGE. 

Największą aktywność antyglikacyjną zaobserwowano dla C-glukozydów apigeniny, tj. 

izowiteksyny (84%) i witeksyny (82%), a wartości te przewyższały aktywność aminoguanidyny 

(75%) użytej jako odnośnik. Podobnie floretyna będąca aglikonem notofaginy, posiadała silną 

aktywność anty-AGE na poziomie aminoguanidyny (79%). Główny składnik zielonego rooibos 

aspalatyna hamowała powstawanie AGE na poziomie 61%, ale wynik ten był nadal wyższy niż 

aktywność metforminy (52%). Floroglucynol, którego struktura stanowi rdzeń dihydrochalkonów 
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rooibos (pierścień A flawonoidów), charakteryzował się aktywnością antyglikacyjną podobną do 

aspalatyny (60%). Floroglucynol jest substancją czynną leków przeciwskurczowych w niektórych 

krajach głównie poza Europą, a jego zdolność do wychwytywania reaktywnych form 

karbonylowych wykazano wcześniej. Eriodykcjol był najmniej skuteczny w hamowaniu AGE 

indukowanych przez MGO (43%). W modelu glikacji indukowanej glioksalem izowiteksyna  

(6-C-glukozyd apigeniny) okazała się również najsilniejszym czynnikiem antyglikacyjnym (82%), 

a jej potencjał hamujący tworzenie AGE był ponad dwukrotnie wyższy niż aminoguanidyny (36%) 

i trzykrotnie wyższy niż metforminy (25%) - różnice te były istotne statystycznie. Aktywność 

floretyny i witeksyny była podobna i wynosiła ok. 30%. Aspalatyna hamowała glikację wywołaną 

GO jedynie na poziomie 13%. Aktywność floroglucynolu była natomiast marginalna (<3%), a w 

przypadku eriodykcjolu nie zaobserwowano hamującego wpływu na tworzenie AGE wywołane 

glioksalem. W modelu z GO, podobnie jak w poprzednim modelu, jedynie wyciąg wodno-

etanolowy z GR wykazywał aktywność przejawiającą się  działaniem hamującym glikację białek. 

Efekt hamujący ekstraktu z niefermentowanego rooibos był na poziomie 16 % (zbliżonym do 

aktywności głównego składnika aspalatyny).  
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Rycina 3. Propozycje struktur chemicznych adduktów powstałych w reakcji aspalatyny/notofaginy z 
metyloglioksalem/glioksalem po 1 h inkubacji w roztworze soli fizjologicznej buforowanym fosforanami 
(pH 7.4) w temperaturze 37 °C; (A), aspalatyna/notofagina; (B1, B2), formy hemiacetalowe mono-MGO-
aspalatyny/notofaginy; (C1, C2), formy hemiketalowe mono-MGO-aspalatyny/notofaginy; (D1, D2), 
izomery mono-GO-aspalatyny. Możliwe są również inne izomery. 

Hamowanie nieenzymatycznej glikacji związane jest prawdopodobnie z kilkoma różnymi 

mechanizmami. Przeprowadzone dotychczas badania wskazują, że elementami składowymi 

aktywności przeciwglikacyjnej są: aktywność przeciwutleniająca, przeciwrodnikowa, zdolność do 

chelatowania metali przejściowych oraz zdolność związków do wychwytywania α-DC. Często 

działania te występują jednocześnie, zwłaszcza w grupie naturalnych związków flawonoidowych. 
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Przykładem flawonoidu działającego poprzez wszystkie te mechanizmy jest kwercetyna – 

antyoksydant dobrze znany w kontekście hamowania procesu glikacji, który charakteryzuje się 

bardzo silnym działaniem przeciwrodnikowym, właściwościami chelatującymi oraz zdolnością do 

wychwytywania MGO i GO [67]. Odmiennie dla pochodnej guanidyny - galeginy - potwierdzono 

jedynie aktywność pułapkującą i tworzenie adduktów, podobnie jak dla aminoguanidyny i 

metforminy. Biorąc pod uwagę powyższe, należy uwzględnić różnice w mechanizmach 

warunkowane budową chemiczną substancji pułapkującej -DC, gdyż ostatecznie nawet związki 

nie posiadające zdolności wychwytywania MGO i GO wykazywały silne lub umiarkowane 

działanie antyglikacyjne (dobesylan wapnia, diosmina, trokserutyna). Przykładem z publikacji P4 

może być także izowiteksyna, która okazała się najskuteczniejsza jako inhibitor glikacji 

indukowanej przez GO, a jednocześnie nie posiada zdolności jego wychwytywania. Jak wiadomo 

izowiteksyna charakteryzuje się zarówno zdolnością chelatowania metali przejściowych, jak i 

silnymi właściwościami przeciwutleniającymi, co razem wzięte może skutkować silnym efektem 

przeciwglikacyjnym [68,69].  Ponadto warto zwrócić uwagę na fakt, że końcowe produkty 

zaawansowanej glikacji pochodzące z reakcji z MGO i GO mogą różnić się właściwościami – 

niektóre badania donoszą, że addukty białek z glioksalem wykazują znacznie słabsze właściwości 

fluorescencji, przez co uzyskane wyniki mogą być niższe niż w rzeczywistości [70].  Różnice w 

liczbie adduktów powstałych w reakcji z MGO i GO można prawdopodobnie przypisać temu, że 

w roztworach wodnych głównymi formami GO są uwodniony monomer, dimer i trimer [71]. W 

konsekwencji reakcje badanych związków z glioksalem uległy znacznemu spowolnieniu w 

wyniku transformacji wymienionych form glioksalu do wolnego GO. Istnieje zatem możliwość, 

że zarówno izowiteksyna, jak i notofagina, które w eksperymencie opisanym w publikacji P4 nie 

wykazały zdolności do wychwytywania GO, mogą go wiązać w innych warunkach. Jednakże 

związki z grupy flawonów (witeksyna) i dihydrochalkonów (aspalatyna i floretyna) wykazały 

potencjał przyłączania cząsteczek glioksalu w zastosowanych warunkach doświadczenia; można 

zatem założyć, że w przypadku izowiteksyny i notofaginy proces ten zachodzi nieco trudniej, być 

może ze względu na molekularne warunki przestrzenne. Aby wyjaśnić te rozbieżności, potrzebne 

są dalsze badania. 

Podsumowując, w wyniku przeprowadzonych badań udało się potwierdzić postawioną 

hipotezę, że środki wazoprotekcyjne, stosowane w terapii przewlekłej niewydolności żylnej 

(dobesylan wapnia dodatkowo w retinopatii cukrzycowej [54]), a także ich analogi strukturalne 
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posiadają zdolność hamowania nieenzymatycznej glikacji i/lub neutralizowania reaktywnych α-

dikarbonyli. Przedstawione wyniki sugerują, że  niektóre z badanych substancji i przetworów 

roślinnych mogą być potencjalnie użyteczne jako terapia wspomagająca w prewencji schorzeń 

związanych z wysokimi stężeniami α-dikarbonyli w organizmie, m.in. w zapobieganiu 

angiopatiom cukrzycowym. Ponadto ustalono, że zdolność pułapkowania jest tylko jedną ze 

składowych efektu antyglikacyjnego i nie jest wymagana, by skutecznie chronić białka i 

analogicznie inne makromolekuły przed szkodliwym działaniem -dikarbonyli bądź cukrów 

redukujących (glukoza, fruktoza). Potwierdzono, że na efekt antyglikacyjny istotnie wpływa też 

aktywność antyoksydacyjną, właściwości redukujące, przeciwrodnikowe i prawdobodobnie 

zdolność do chelatowania jonów metali przejściowych. Właściwości te mogą zapewniać ochronę 

przed modyfikacjami strukturalnymi na poziomie cząsteczki będącej obiektem glikacji (białko, 

peptyd, lipoproteina, kwas nukleinowy) lub zapobiegają utlenianiu glukozy, fruktozy i wczesnych 

produktów glikacji oraz nadmiernemu tworzeniu się reaktywnych α-dikarbonyli. Na potencjalną 

użyteczność kliniczną substancji o charakterze antyglikacyjnym i anty-AGE wpływ mają również 

wspomniane wczesniej parametry, takie jak dobra rozpuszczalność i dostępność biologiczna. 

Zdolność wiązania α-DC oraz hamowania procesów nieenzymatycznej glikacji obserwuje 

się dla wielu zróżnicowanych pod względem budowy chemicznej związków naturalnych i 

sytentycznych. Jednak wyselekcjonowanie związków charakteryzujących się wysoką aktywnością 

i odpowiednimi parametrami fizykochemicznymi i farmakokinetycznymi, dającymi możliwość 

zastosowania ich w terapii może być złożonym procesem, a selekcja powinna być oparta na 

wcześniejszym rozpatrzeniu kilku różnych mechanizmów działania oraz budowy chemicznej.  
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5. Wnioski  
 

1. Oprócz znanych zastosowań terapeutycznych, leki wazoprotekcyjne i ich strukturalne 

analogi, szczególnie hesperetyna, hesperydyna i dobesylan wapnia, z uwagi na 

właściwości antyglikacyjne i/lub pułapkujące -dikarbonyle, obok kwercetyny mogą być 

rozważane jako potencjalni kandydaci do zastosowań w prewencji powikłań 

naczyniowych u pacjentów z cukrzycą lub w stanie przedcukrzycowym, a także w innych 

powikłaniach cukrzycy wynikających z akumulacji MGO i AGE. Konieczne są jednak 

dalsze badania w tym zakresie. Obecnie jedynie dobesylan wapnia wskazany jest w 

retinopatii cukrzycowej.  

2. Na przykładzie (bio)flawonoidów, pochodnych guanidyny i dobesylanu wapnia 

potwierdzono, że składowymi efektu antyglikacyjnego jest zdolność substancji do 

pułapkowania -dikarbonyli oraz aktywność przeciwutleniająca. Pozostaje do ustalenia, 

która ze składowych jest bardziej istotna dla efektu ogólnego. 

3. Flawonoidy można uznać ogólnie za substancje pułapkujące -dikarbonyle, a elementem 

struktury warunkującym ich aktywność jest układ floroglucynolu, dlatego też podstawienie 

lub brak grupy hydroksylowej w pozycji C-7 i/lub C-5 pierścienia A oraz obecność 

podstawnika przy sąsiadujących z nimi atomach węgla (w C-8 i/lub C-6) powoduje 

osłabienie lub zniesienie zdolności wychwytywania -dikarbonyli. Pozostałe elementy 

struktury flawonoidów mają mniejsze znaczenie, aczkolwiek są istotne dla stabilności 

cząsteczki, efektu antyoksydacyjnego i antyglikacyjnego. 

4. Substancje roślinne posiadające w składzie chemicznym flawonoidy, a także inne 

polifenole lub pochodne guanidyny (Galega officinalis L., Alspalatus linearis (Burm.f.) 

R.Dahlgren), mogą hamować nieenzymatyczną glikację, m.in. przez wychwytywanie  

-dikarbonyli i właściwości przeciwutleniające. Przetwory z ziela rutwicy i 

czerwonokrzewu oraz ich indywidualne związki (np. galegina, aspalatyna, izowiteksyna, 

witeksyna) mogą stanowić obiecujący materiał do dalszych badań w modelach in vivo jako 

potencjalne środki w profilaktyce schorzeń związanych z nadmiernym wytwarzaniem   

-dikarbonyli i AGE. 
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5. Zastosowanie produktu będącego kombinacją wyciągu z naowocni pomarańczy słodkiej 

(Citrus × sinensis (L.) Osbeck) i koncentratu z soku owocu granatowca  (Punica granatum 

L.) w postaci suplementu diety o oznaczonej zawartości hesperydyny, jako głównego 

składnika w dawce 450 mg, przez 4 tygodnie obniża istotnie statystycznie stężęnie 

metyloglioksalu w osoczu zdrowych osób w podeszłym wieku o 9.8%. Efekt ten może 

mieć znaczenie kliniczne w zmniejszeniu ryzyka wystąpienia zdarzeń sercowo-

naczyniowych u osób z cukrzycą i stanowić wstęp do dalszych  badań w grupie pacjentów 

z hiperglikemią, jako wsparcie farmakoterapii zasadniczej lub w profilaktyce powikłań 

naczyniowych. W celu ustalenia dokładnych efektów farmakologicznych oraz 

optymalizacji dawkowania konieczne są dalsze badania 

6. Obniżanie stężenia reaktywnych -dikarbonyli u pacjentów będących w grupie ryzyka 

chorób związanych z ich wysokimi stężeniami jako potencjalnej terapii wspomagającej lub 

w profilaktyce może stanowić obiecujący kierunek terapeutyczny. Pomimo, że efekt 

biochemiczny w badaniach in vivo substancji pułapkujących α-DC nie przekracza zwykle 

kilkunastu procent (np. kwercetyna, hesperydyna w próbach klinicznych) to wielololetnie 

obserwacje sugerują, że już tak niewielka redukcja stężenia najbardziej reaktywnego 

metyloglioksalu może być klinicznie istotna.  
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OSIĄGNIĘCIA 

Tytuł zawodowy:  

 magister farmacji (2018 r., nr dyplomu: 8286)  

Praca zawodowa:  

 2023 – obecnie | Clinical Research Associate II | Syneos Health  

 2022 – 2022 | Clinical Research Associate I | Syneos Health  

 2020 – 2022 | Jr Specialist at the Center of Population Diagnostic | Łukasiewicz Research 
Network – PORT Polish Center for Technology Development  

 2017 – 2018 | Clinical Study Coordinator/Sub-investigator | Medical Clinic “Persona”  
 
Edukacja:  

 2019 – 2023 | Szkoła Doktorska na Wydziale Lekarskim Kształcenia Podyplomowego 
Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu. 

 2013 – 2018 | Studia na kierunku Farmacja na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu 
Medycznego we Wrocławiu im. Piastów Śląskich, zakończone uzyskaniem tytułu 
magistra farmacji. 

Kursy, szkolenia: 

• 2023: Kurs “Oncology Monitoring Program for oncology research (Immuno-oncology; 
CAR T-cell Therapy; RECIST and IRECIST; Medical Imaging in Oncology; CTCAE for 
Oncology Clinical Trials)”, Syneos Health  

• 2022: Kurs “Design and Interpretation of Clinical Trials”, Uniwersytet Johnsa Hopkinsa. 
• 2022: Szkolenie “Internationally qualified Clinical Research Associate Programme”, 

Syneos Health 
• 2022: Szkolenie: “Pediatric Drug Development: Therapeutic Orphan to Foster Child”, 

Syneos Health 
• 2021: Kurs prowadzenia i zarządzania zespołem badawczym, Uniwersyt Medyczny im 

Piastów Śląskich we Wrocławiu. 
• 2021: Kurs „Systematic Sample Preparation Method Development for LC-MS/MS 

Assays: Blood Assays”, Biotage. 
• 2021: Kurs „Systematic Sample Preparation Method Development for LC-MS/MS 

Assays: Urine Assays”, Biotage. 
• 2021: Kurs skutecznego planowania i zarządzania projektami naukowymi oraz 

pozyskiwania środków na badania naukowe, Uniwersyt Medyczny im Piastów Śląskich 
we Wrocławiu. 
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Staże zagraniczne: 
 

• Staż naukowy w Katedrze Medycyny Wewnętrznej Uniwersytetu w Maastricht 
(Holandia). Podczas stażu realizowłam badania, których wyniki przedstawiono w 
publikacji P2 i rozwijałam swoje umiejętności z zakresu niekomercyjnych badań 
klinicznych.  
 

Nagrody:  

 Stypendium Rektora dla najlepszych studentów w roku akademickim 2018/2019. 

 Stypendium Projakościowe Szkoły Doktorskiej za osiągnięcia w pracy naukowej w roku 
akademickim 2021/2022. 

 I miejsce w kategorii prezentacji posterowych eksperymentalnych za pracę pt. „Badanie 
zdolności rutyny i trokserutyny do pułapkowania metyloglioksalu” na V Ogólnopolskiej 
Konferencji Naukowej „Współczesne zastosowanie metod analitycznych w farmacji i 
medycynie”, która odbyła się 27.11.2020 we Wrocławiu. 

 I miejsce w kategirii prezentacji posterowych eksperymentalnych za pracę 
„Antyglikacyjne właścwości mięty pieprzowej i jej głównych składników” na VI 
Ogólnooplskiej konferencji Naukowej „Współczesne zastosowanie metod analitycznych 
w farmacji i medycynie”, która odbyła się 03.12.2021 we Wrocławiu.  

Projekty naukowe: 

 Realizacja zadań naukowych - funkcja młody naukowiec, w ramach projektu 
badawczego: ,, Ocena zdolności wiązania reaktywnych dikarbonyli i właściwości 
antyglikooksydacyjnych wybranych związków naturalnych i syntetycznych o potencjale 
wazo protekcyjnym.” finansowanego ze środków Uniersytetu Medycznego im. Piastów 
Śląskich we Wrocławiu; nr projektu: STM.D110.20.131; 2020 – 2021; kierownik: prof. dr 
hab. n. farm. Izabela Fecka. 

 Realizacja zadań naukowych - funkcja kierownik projektu, w ramach projektu 
konkursowego: ,,Hamowanie powstawania końcowych produktów zaawansowanej 
glikacji albumin i hemoglobiny oraz zdolność do wychwytu metyloglioksalu przez 
aspalatynę i ekstrakty z Aspalathus Linearis.” finansowanego ze środków Uniersytetu 
Medycznego im. Piastów Śląskich we Wrocławiu; nr projektu: SUBK.D110.22.045; 2021 
– 2022. 

 Realizacja zadań naukowych - funkcja uczestnika projektu, w projekcie „Ocena składu 
chemiczneg i potencjału biologicznego wybranych substancji pochodzenia roślinnego o 
właściwościach lecniczych i prozdrowotnych” finansowanego ze środków Uniersytetu 
Medycznego im. Piastów Śląskich we Wrocławiu; nr projektu: SUB.D110.21.101; 2021. 

  Realizacja zadań naukowych - funkcja uczestnika projektu, w projekcie „Poszukiwanie 
substancji o wysokim potencjale antyoksydacyjnym, antyglikooksydacyjnym i 
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antylipooksydacyjnym do zastosowań terapeutycznych” finansowanego ze środków 
Uniersytetu Medycznego im. Piastów Śląskich we Wrocławiu; nr projektu: 
SUBZ.D110.22.019; 2022. 

 Realizacja zadań naukowych - funkcja uczestnika projektu, w projekcie „Research on 
chronic complications of diabetes” finansowanego ze środków Uniersytetu Medycznego 
im. Piastów Śląskich we Wrocławiu, nr projektu: SUBZ.C310.22.075;  2022-2023. 

Zajęcia dydaktyczne ze studentami: 

 Farmakognozja, ćwiczenia laboratoryjne – Farmacja, III rok (2019-2023). 

Koła naukowe w okresie studiów farmaceutycznych i doktoranckich 

 Studenckie Koło Naukowe przy Zakładzie Chemii Leków (2016-2018). 

 Studenckie Koło Naukowe przy Katedrze i Zakładzie Farmakognozji i Leku Roślinnego 
(2016-2018). 

 Studenckie Koło Naukowe przy Zakładzie Toksykologii (2016-2018). 

Popularyzacja nauki: 

 Dolnośląski Festiwal Nauki 2021 - uczestnictwo w przygotowaniu zajęć laboratoryjnych i 
prezentacji. 
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Publikacje naukowe wchodzące w skład cyklu 

stanowiącego rozprawę doktorską 
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P1. Potential of Vasoprotectives to Inhibit Non-
Enzymatic Protein Glycation, and Reactive Carbonyl 

and Oxygen Species Uptake 
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P2. A citrus and pomegranate complex reduces 
methylglyoxal in healthy elderly subjects: secondary 

analysis of a double-blind randomized cross-over 
clinical trial 
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P3. Investigation of the Phytochemical Composition, 
Antioxidant Activity, and Methylglyoxal Trapping 

Effect of Galega officinalis L. Herb In Vitro 
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P4. Aspalathin and Other Rooibos Flavonoids 
Trapped α-Dicarbonyls and Inhibited Formation of 

Advanced Glycation End Products In Vitro 
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Oświadczenia współautorów  
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Całkowity dorobek naukowy  
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