STRESZCZENIE

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sa gléwna przyczyna smiertelnosci w krajach
rozwinigtych. Stad tez ros$nie zainteresowanie opracowaniem nowych terapii profilaktycznych
1 leczniczych, pomocnych w zwalczaniu tych schorzen. W grupie s$rodkéw leczniczych
przydatnych w dziataniach profilaktycznych i terapii choréb cywilizacyjnych, coraz wicksza
role odgrywaja preparaty pochodzenia roslinnego.

Rodzaj Rheum L. (rzewien, rabarbar) od dawna jest znany w r6znych regionach $wiata,
nie tylko jako zrodlo gatunkoéw jadalnych, ale takze jako ceniony surowiec zielarski. Wiele
aspektow dziatania tych roslin na organizm cztowieka pozostaje jednak stabo opisanych, a ich
stosowanie w wielu przypadkach opiera si¢ jedynie na danych pochodzacych z medycyny
tradycyjnej. Celem prowadzonych badan byla ocena wptywu ekstraktow z dwoch gatunkow
rzewienia - Rheum rhaponticum L. oraz Rheum rhabarbarum L. oraz typowych dla tych roslin
stilbenow na funkcjonowanie wybranych osoczowych i komorkowych sktadnikéw ukladu
hemostazy. Badania skupiaty si¢ na aktywnosciach biologicznych wskazywanych jako jedne
z kluczowych dla kardioprotekcyjnego dziatania substancji naturalnych i obejmowaty dzialanie
przeciwzapalne, antykoagulacyjne/przeciwzakrzepowe oraz przeciwutleniajace. Oceniano
efektywnos¢ dziatania ekstraktow (frakcje butanolowe) z korzeni oraz ogonkdéw lisciowych
wyzej wspomnianych gatunkéw rzewienia oraz obecnych tych roslinach pochodnych stilbenu:
rapontygeniny i rapontycyny.

Plan badan obejmowal zastosowanie modeli eksperymentalnych $cisle zwigzanych
z fizjologia uktadu sercowo-naczyniowego i hemostaza, tj. komorek srodblonka $ciany
naczyniowej, leukocytow oraz osoczowych sktadnikow uktadu hemostazy (w tym kluczowych
biatek kaskady krzepniecia krwi oraz uktadu fibrynolitycznego). W celu uzyskania jak
najszerszego obrazu aktywnosci biologicznej badanych substancji, zastosowano zro6znicowany
panel metod analitycznych: badania ekspresji genow, testy skriningowe inhibitoréw,
oznaczenia spektrofotometryczne i fluorymetryczne, kinetyczng analize aktywnosci enzymow,
monitorowanie procesu krzepnigcia osocza krwi (oznaczenia turbidymetryczne), testy ELISA,
mikroskopi¢ fluorescencyjng, elektroforeze 1D oraz profilowanie wielocytokinowe oparte na
technice blottingu.

Badane substancje roslinne zmniejszaly odpowiedz zapalng komorek srodbtonka
(HUVECs), dzialajac na réznych poziomach molekularnych (modulacji ekspresji gendw,
hamowania uwalniania czynnikdw prozapalnych oraz redukcji adhezyjnosci komorek).

Odnotowano istotny spadek uwalniania markeréw/biatek odpowiedzi zapalnej (np. TNF-a,
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IL- 2, MMP-9). Wykazano rowniez wlasciwosci antykoagluacyjne badanych ekstraktow, co
moze przeklada¢ si¢ na efekt przeciwzakrzepowy. Ekstrakty z rzewienia hamowaty proces
krzepnigcia krwi indukowany czynnikiem tkankowym, stanowigcym gléwny fizjologiczny
szlak aktywacji hemostazy osoczowej. Analizy bezposredniego wplywu badanych substancji
roslinnych na kluczowe proteazy serynowe kaskady krzepniecia: trombine i czynnik
Xa wskazuja, ze obserwowany efekt antykoagulacyjny moze by¢ wynikiem inhibicji tych
czynnikdw. Ponadto, po raz pierwszy wykazano rowniez zdolno$¢ badanych ekstraktow
z rzewienia i stilbenow do ograniczania uszkodzen sktadnikéw osocza, wywotanych stresem
oksydacyjnym.

Przeprowadzone badania dostarczyly nowych informacji na temat wilasciwosci
biologicznych metabolitow rzewienia w kontekscie kardioprotekcyjnym, a uzyskane wyniki

moga stanowi¢ podstawe do dalszych prac badawczych.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of mortality in developed countries.
Hence, there is a growing interest in the development of new preventive and therapeutic
therapies to help combat these diseases. In the group of agents useful in prophylaxis and therapy
of civilization diseases, preparations of plant origin play an increasingly important role.

The Rheum L. (rhubarb) genus has long been known in various regions of the world,
not only as a source of edible species, but also as a valuable herbal material. However, many
aspects of the effects of these plants on the human body remain poorly described, and in
numerous cases, their use is still based only on data derived from traditional medicine. The aim
of this study was to assess the effect of extracts from two species of rhubarb - Rheum
rhaponticum L. and Rheum rhabarbarum L. and stilbenes typical for these plants on functions
of selected plasma and cellular components of the haemostatic system. The work was focused
on biological activities indicated as the key to the cardioprotective effect of natural substances,
and included anti-inflammatory, anticoagulant/antithrombotic and antioxidant effects.
Effectiveness of extracts (butanol fractions) from the roots and petioles of the above-mentioned
rhubarb species and the stilbene derivatives that are present in these plants, i.e. rhapontigenin
and rhaponticin, was evaluated.

The study design included the use of experimental models closely related to the
physiology of the cardiovascular system and haemostasis, i.e. endothelial cells, leukocytes and
plasma components of the haemostasis system (including key proteins of the blood coagulation
cascade and the fibrinolytic system). To obtain the most comprehensive insight into the
biological activity of the examined substances, a diverse panel of analytical methods was used:
gene expression studies, inhibitor screening tests, spectrophotometric and fluorimetric assays,
kinetic analysis of enzyme activity, monitoring of the blood plasma coagulation process
(turbidimetric assays), ELISA, fluorescence microscopy, 1D-electrophoresis and the blotting-
based multicytokine profiling.

The examined plant substances reduced the inflammatory response of endothelial
cells (HUVECS), acting at various molecular levels (modulation of gene expression, inhibition
of the release of pro-inflammatory factors and reduction of cell adhesion). There was
a significant decrease in the release of inflammatory response markers/proteins (e.g. TNF-a,
IL-2, MMP-9). The anticoagulant properties of the examined extracts were also demonstrated,
which may result in an antithrombotic effect. Rhubarb extracts inhibited the blood plasma

coagulation process, induced by the tissue factor, which is the main physiological pathway of
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the blood plasma hemostasis activation. Analyzes of direct effects of the examined plant
substances on the key serine proteases of the coagulation cascade: thrombin and factor
Xa indicated that the observed anticoagulant effect might be a result of inhibition of these
factors. Furthermore, for the first time, the ability of the investigated rhubarb extracts and
stilbenes to reduce the oxidative stress-induced damage to plasma components was
demonstrated as well.

The executed experiments provided new information on the biological properties of
rhubarb metabolites in the cardioprotective context, and the obtained results may be a basis for

further research.
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