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1. Monika Ewa Czerwinska

Nazwisko rodowe: Mank

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe oraz tytut rozprawy doktorskiej

Dyplom i tytut zawodowy magistra farmacji - uzyskany 2 kwietnia 2007 roku na Wydziale
Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Warszawie na podstawie obronionej pracy magisterskiej
pt. ,Inhibicja aktywnosci metalopeptydaz przez wyciagi z owocow ligustra (Ligustri fructus)”,

promotor pracy: prof. dr hab. n. farm. Marek Naruszewicz, opiekun pracy: dr n. farm. Anna Kiss.

Stopien doktora nauk farmaceutycznych - nadany 11 czerwca 2014 roku uchwata Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej pt. ,,Porownanie wptywu oleuropeiny i jej
pochodnej oleaceiny na produkcje reaktywnych form tlenu oraz inne funkcje ludzkich neutrofili”;
promotor w przewodzie doktorskim: prof. dr hab. n. farm. Marek Naruszewicz, promotor
pomocniczy w przewodzie doktorskim: dr hab. n. farm. Anna Kiss; recenzenci w przewodzie
doktorskim: dr hab. n. farm. Mirostawa Krauze-Baranowska, dr hab. n. med. Rafat Olszanecki; praca
otrzymata wyrdznienie Rady Wydziatu Farmaceutycznego w Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
WUM.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

0d 07.2014 adiunkt - pracownik naukowo-dydaktyczny w Katedrze Farmakognozji
i Molekularnych  Podstaw Fitoterapii, Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny

Laboratoryjnej, Warszawski Uniwersytet Medyczny

02.2013 - 06.2014 asystent - pracownik naukowo-dydaktyczny w Katedrze Farmakognozji
i Molekularnych  Podstaw Fitoterapii, Wydziat Farmaceutyczny =z Oddziatem Medycyny

Laboratoryjnej, Warszawski Uniwersytet Medyczny

11.2011 - 01. 2013 pracownik inzynieryjno-techniczny @ w  Katedrze = Farmakognozji
i Molekularnych  Podstaw Fitoterapii, Wydziat Farmaceutyczny =z Oddziatem Medycyny

Laboratoryjnej, Warszawski Uniwersytet Medyczny

4. Wskazanie osiagniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) tytut osiagniecia naukowego

Analiza fitochemiczna wybranych substancji roslinnych z rodzin Oleaceae, Lamiaceae
i Cornaceae oraz badanie potencjalnej aktywnosci przeciwzapalnej i przeciwcukrzycowej

zwiazkow w nich wystepujacych - irydoidow, fenylopropanoidow oraz flawonoidow.
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b) cykl prac i patentow zgtoszonych do postepowania habilitacyjnego

(autorzy, tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

H1. Czerwinska M.E., Ziarek M., Bazylko A.*, Osinska E., Kiss A.K.

Quantitative determination of secoiridoids and phenylpropanoids in different extracts
of Ligustrum vulgare L. leaves by a validated HPTLC-photodensitometry method.

Phytochemical Analysis 2015, 26: 253-260 (IF3015 - 2,497; MNiSW - 30 pkt.)

M0dj udziat polegat na zaplanowaniu badania, opiece merytorycznej podczas wykonywania czesci eksperymentalnej, analizie
statystycznej wynikow eksperymentdw oraz przygotowaniu tekstu manuskryptu wraz tabelami i rycinami. Méj udziat

procentowy szacuje na 50%.

H2. Czerwinska M.E.*, Duszak K., Parzonko A., Kiss A.K.

Chemical composition and UVA-protecting activity of extracts from Ligustrum vulgare and Olea
europaea leaves.

Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica 2016, 58(2): 45-55 (IF016 - 0,491; MNiSW 15 pkt.)

Md6j wktad w powstanie pracy polegat na zaplanowaniu i czesciowym wykonaniu eksperymentow biologicznych opisanych w
pracy, opiece merytorycznej podczas wykonywania badari (analiza statystyczna, interpretacja wynikéw eksperymentow
biologicznych i oznaczern chromatograficznych), przygotowaniu tekstu manuskryptu wraz z tabelami i rycinami

oraz korespondencja z wydawcg. Mdj udziat procentowy szacuje na 70%.

H3. Czerwinska M.E.*, Swierczewska M., Wozniak M., Kiss A.K.

Bio-assay guided isolation of iridoids and phenylpropanoids from aerial parts of Lamium album
and their anti-inflammatory activity in human neutrophils.

Planta Medica 2017, 83: 1011-1019 (IF3017 - 2,494; MNiSW 25 pkt.)

M0dj udziat polegat na zaplanowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej (izolacja i udziat w ustaleniu struktury
wyizolowanych zwiqzkéw, udziat w przeprowadzeniu badan biologicznych wyizolowanych zwiqzkéw, przeprowadzenie
oznaczen, analiza statystyczna i interpretacja wynikow) oraz przygotowaniu tekstu manuskryptu wraz tabelami i rycinami,

a takze korespondencja z wydawcq. M6j udziat procentowy szacuje na 85%.

H4. Czerwinska M.E., Gasinska E., Lesniak A., Krawczyk P., Kiss A.K., Naruszewicz M., Bujalska-
Zadrozny M.*

Inhibitory effect of Ligustrum vulgare leaf extract on the development of neuropathic pain
in a streptozotocin-induced rat model of diabetes.

Phytomedicine 2018, 49: 75-82 (IF017 3,610; MNiSW - 40 pkt.)

Mdj udziat polegat na zaplanowaniu oraz wykonaniu czesci eksperymentalnej zwigzanej z analizq ilosciowq i jakosciowq

ekstraktu, ktore zostaty zilustrowane na rycinie 1. oraz w tabelach 1. i 2., a takze na przygotowaniu tekstu manuskryptu

oraz materiatéw pomocniczych. Méj udziat procentowy szacuje na 50%.

H5. Swierczewska A., Buchholz T., Melzig M.F., Czerwinska M.E.*

In vitro u-amylase and pancreatic lipase inhibitory activity of Cornus mas L. and Cornus alba L.
fruit extracts.

Journal of Food and Drug Analysis 2018, DOI 10.1016/j.jfda.2018.06.005 (IF,0¢7 2,852; MNiSW - 20
pkt.)


https://doi.org/10.1016/j.jfda.2018.06.005
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M0dj udziat polegat na zaplanowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej, opiece merytorycznej podczas wykonywania badan
(przeprowadzenie oznaczen, analiza statystyczna i interpretacja wynikéw) oraz przygotowaniu tekstu manuskryptu, a takze

korespondencja z wydawcq. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

Hé6. Czerwinska M.E.*, Melzig M.F.*

Cornus mas and Cornus officinalis - analogies and differences of two medicinal plants
traditionally used.

Frontiers in Pharmacology 2018, 9, 894 (IF0¢7 3,831; MNiSW - 40 pkt.)

Md6j udziat polegat na przeprowadzeniu przegladu literatury z zakresu filogenetyki, fitochemii oraz dotychczasowych badari
biologicznych, przygotowaniu tekstu manuskryptu, rycin 1.-7. i tabeli 1., a takze korespondencja z wydawcqg. M6j udziat

procentowy szacuje na 80%.

H7. Czerwinska M.E.*, Swierczewska A., Granica S.

Bioactive constituents of Lamium album L. as inhibitors of cytokine secretion in human
neutrophils.

Molecules 2018, 23, 2770 (IF2047 3,098; MNiSW - 30 pkt.)

M0dj udziat polegat na zaplanowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej (izolacja i udziat w ustaleniu struktury
wyizolowanych zwiqzkéw, udziat w przeprowadzeniu badan biologicznych wyizolowanych zwiqzkéw, przeprowadzenie
oznaczen, analiza statystyczna i interpretacja wynikdw) oraz przygotowaniu tekstu manuskryptu wraz tabelami i rycinami,

a takze korespondencja z wydawcq. M6j udziat procentowy szacuje na 90%.

Uzyskane patenty wchodzace w sktad postepowania habilitacyjnego

P-H1. Czerwinska M.E.*, Kiss A.K., Naruszewicz M., Filipek A.

Oleacein for treating or preventing diseases resulting from atherosclerotic plaques.
Patent. Stany Zjednoczone, nr US 9682056 B2, Warszawski Uniwersytet Medyczny
Decyzja o udzieleniu patentu z dn. 20.06.2017 r.

Mdj udziat polegat na opracowaniu zatozeri technicznych patentu oraz wykonaniu czesci eksperymentalnej zwiqzanej z
optymalizacjq procesu izolacji zwiqzku i czesciowo badaniami aktywnosci biologicznej zwiqzku bedqgcego podstawq
osiqggniecia patentowego, zredagowanie projektu patentu i korespondencje z rzecznikiem patentowym w imieniu

wspottworcéw. Moj udziat procentowy szacuje na 25%.

P-H2. Czerwinska M.E.*, Kiss A.K., Naruszewicz M.

Zastosowanie Ligustrum vulgare L. do wytwarzania preparatu zawierajacego oleaceine.
Patent. Polska, nr 227843, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Decyzja o udzieleniu patentu z dn. 23.01.2018 r.

Mdj udziat polegat na opracowaniu zatozeri technicznych patentu oraz wykonaniu czesci eksperymentalnej zwiqzanej z
optymalizacjq procesu izolacji zwiqzku i badaniami aktywnosci biologicznej zwiqzku bedqcych podstawq osiqgniecia
patentowego, zredagowanie projektu patentu i korespondencje z rzecznikiem patentowym w imieniu wspottworcow. Moj

udziat procentowy szacuje na 33%.

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania Impact Factor (IF) publikacji wytypowanych do cyklu w

postepowaniu habilitacyjnym wynosi 18,873, punkty MNiSW - 200.

* Autor korespondujacy
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c) omowienie celu naukowego ww. prac i osiaggnietych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie
Substancje roslinne sa uznawane za naturalne zrodto zwiazkéw o dziataniu antyoksydacyjnym,

ktore wzbudzaja zainteresowanie ze wzgledu na potencjalne znaczenie w prewencji i leczeniu
chorob o réznej etiologii. Wiele substancji roslinnych jest podstawowym sktadnikiem diety,
a niektore z nich od wiekow stuza jako tradycyjne srodki lecznicze. Niejednokrotnie zwiazki
pozyskiwane z surowcow o wtasciwosciach leczniczych znanych od czasow starozytnych stawaty sie
prekursorem lekow syntetycznych. Czotowym przyktadem jest izolacja salicyny z kory wierzby
biatej, ktéra pozwolita na podjecie prac nad synteza kwasu acetylosalicylowego, a tym samym
zapoczatkowata rozwdj przemystu farmaceutycznego. Podobnie pochodne alkaloidow
charakterystyczne dla roslin z rodziny Papaveraceae, takie jak morfina, kodeina czy papaweryna, sa
zwiazkami o silnym dziataniu farmakologicznym szeroko wykorzystywanym w lecznictwie. Z kolei
artemizynina wyizolowana z ziela bylicy rocznej do tej pory stanowi podstawe terapii skojarzonej
w leczeniu malarii.

Szczegolnie rozpowszechniona grupa zwigzkow, zarowno w roslinach uzytkowych jak
i leczniczych sa flawonoidy i kwasy fenolowe, zwyczajowo okreslane mianem polifenoli. Stosowanie
zwiagzkow polifenolowych oraz przetworow bogatych w polifenole moze stanowic skuteczne wsparcie
dla konwencjonalnej terapii i prewencji chorob cywilizacyjnych. Farmakoterapia tych chorob jest
niezwykle trudna, gdyz ich etiologia jest ztozona i wiagze sie z zaburzeniami homeostazy catego
organizmu. Dlatego tak istotne jest uzupetnienie konwencjonalnej farmakoterapii substancjami
pochodzenia naturalnego - uzywanymi w zyciu codziennym w postaci naparow, sokéw czy nalewek -
lub zwigzkami pochodzenia roslinnego. Szczegolne znaczenie w aspekcie chorob cywilizacyjnych ma
poszerzenie wiedzy na temat dziatania prozdrowotnego sktadnikow surowcow roslinnych,
stosowanych tradycyjnie w lecznictwie, zywieniu, ale takze sktadnikow roslin uzytkowych,
ktore moga by¢ bogatym zrodtem zwiazkow bioaktywnych. Preparaty lecznicze pochodzenia
naturalnego dostepne na rynku farmaceutycznym ciesza sie coraz wieksza popularnoscia wsrod
pacjentow, gdyz sg uznawane za bezpieczne. Niemniej jednak wedtug obecnych wymagan
stawianych substancjom roslinnym stosowanym w celach farmaceutycznych lub dietetycznych
konieczne jest okreslenie sktadu chemicznego oraz ich standaryzacja za pomoca zwalidowanych
metod analitycznych. Doktadne badania fitochemiczne pozwalaja na ocene jakosciowa i ilosciowa
zwigzkow w danej substancji roslinnej, co przektada sie na forme leku i dawkowanie gwarantujaca
skuteczno$¢ terapii. Ponadto prowadzenie badan biologicznych na poziomie molekularnym
oraz klinicznym zwiazkow izolowanych lub preparatow zawierajacych zwiazki naturalne pozwala
na udokumentowanie dziatania farmakologicznego, skutecznosci i zasadnosci ich stosowania
(monografie farmakopealne, ESCOP, EMA). Wiele substancji roslinnych stosowanych w tradycyjnej
medycynie chinskiej (TCM) zyskuje na znaczeniu w lecznictwie swiatowym, dlatego monografie TCM
sa aktualizowane i wtaczane do Farmakopei Europejskiej i Farmakopei Chinskiej. Surowce roslinne

TCM czesto wystepuja w mieszankach ziotowych, dlatego zaréwno ziota jak i ztozone preparaty



Postepowanie habilitacyjne - dr n. farm. Monika Czerwinska | Zatacznik nr 2
Autoreferat

Z nich przygotowane wymagaja standaryzacji w celu zapewnienia bezpieczenstwa i skutecznosci [1].
Niektore gatunki z rodzaju Ligustrum oraz Cornus znajdujg zastosowanie w mieszankach ziotowych
TCM [2, 3], ale w Europie ich przedstawiciele - Ligustrum vulgare i Cornus mas - petnia gtownie role
roslin ozdobnych lub wykorzystywanych w przemysle spozywczym, natomiast brakuje
udokumentowanych doniesien o ich potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.

Z kolei substancje roslinne stosowane tradycyjnie lub posiadajace udokumentowang skutecznos¢
sq czesto uprawiane dla potrzeb przemystu farmaceutycznego. Coraz czesciej dyskutowana jest
kwestia wptywu warunkéw uprawy na produkcje metabolitow wtdérnych o dziataniu
farmakologicznym. Uwaza sie, ze niektore gatunki uprawiane w celach przemystowych odznaczaja
sie mniejsza zawartoscig zwiazkow aktywnych niz rosnace w ekosystemie naturalnym. Znaczenie
pospolitych roslin leczniczych (jasnota biata, Lamium album L.), uzytkowych (deren jadalny, Cornus
mas L.) lub ozdobnych (ligustr pospolity, Ligustrum vulgare L.) w pozyskiwaniu sktadnikow
o potencjalnych wtasciwosciach biologicznych lub farmakologicznych powinno by¢ rozpatrzone
ze wzgledu na ich powszechne wystepowanie i przystosowanie do warunkow klimatycznych danego
rejonu geograficznego. Czynniki sSrodowiskowe moga bowiem wptywac na odmienny sktad chemiczny
tych roslin.

Sposrod metod najczesciej stosowanych w analizie fitochemicznej wyroznia sie metody
kolorymetryczne, spektrofotometryczne oraz chromatograficzne. Metody te wykorzystywane sa do
standaryzacji substancji roslinnych zgodnie w wymaganiami Farmakopei Polskiej (FP)
czy Farmakopei Europejskiej (Ph. Eur.). Najszersze zastosowanie w detekcji fitochemicznej wciaz
znajduje spektrofotometria. Stuzy ona do oznaczenia zawartosci grup substancji chemicznych (sumy
zwigzkow) obecnych w substancjach roslinnych oraz pozwala na identyfikacje wykrywanych
zwigzkow na podstawie ich zdolnosci do pochtaniania swiatta z zakresu UV-Vis. Z kolei metody
chromatograficzne obejmuja chromatografie cienkowarstwowa, cieczowa i gazowa. Sa one
metodami separacyjnymi pozwalajagcymi na analize sktadu substancji/przetwordow roslinnych
i oznaczenia ilosciowe ich pojedynczych sktadnikow [4]. Zwtaszcza wysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzezona z detekcja spektrofotometryczng (HPLC-DAD) jest obecnie najpowszechniejsza
metoda wykorzystywana w badaniach substancji pochodzenia naturalnego. W ostatnim czasie
zastosowanie detekcji opartej na spektrometrii mas znacznie poszerzyto mozliwosci analizy
fitochemicznej. Niemniej jednak wciaz konieczne jest kompleksowe taczenie tych metod w celu
wyznaczenia zarowno masy analizowanych zwigzkéw jak i ich parametrow chromatograficznych
(czas retencji), co w konsekwencji daje ostateczne potwierdzenie ich tozsamosci. Mimo
intensywnego rozwoju chromatografii cieczowej, monografie farmakopealne wciaz zawieraja
wytyczne do wstepnego potwierdzania tozsamosci substancji roslinnych za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej (TLC). W zwiazku z tym profilowanie chemiczne przy uzyciu tej metody rowniez
stanowi znaczacy element badan fitochemicznych, tym bardziej, ze udoskonalana aparatura
badawcza gwarantuje wysoka rozdzielczos¢, precyzje (powtarzalno$¢ i odtwarzalnosc)

oraz doktadnos¢. Poza tym zaletg metody TLC jest jej niski koszt i krotki czas analiz.
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Niemniej waznym aspektem badan materiatu roslinnego i jego sktadnikow chemicznych
pozostaje poszukiwanie ich mechanizmu dziatania, ktory moze uzasadnia¢ ich tradycyjne
zastosowanie. W zwiazku z tym w szerokim zakresie prowadzone sa podstawowe badania
biologiczne z uzyciem metod komorkowych lub bezkomorkowych in vitro, a takze badania
farmakologiczne z uzyciem modeli zwierzecych in vivo. Modele wykorzystywane do oceny
potencjalnej aktywnosci przeciwzapalnej sa czesto stosowane w badaniach podstawowych.
Podtozem wielu jednostek chorobowych (miazdzyca, cukrzyca) jest przewlekty stan zapalny
zwiagzany z nadmierng aktywnoscig uktadu immunologicznego, a tym samym nadmierng produkcja
markerow wydzielanych przez komorki takie jak leukocyty czy limfocyty. Neutrofile naleza do grupy
leukocytow obojetnochtonnych, uczestnicza w pierwszej linii obrony organizmu przed patogenami
i przywracaja homeostaze organizmu w miejscu uszkodzenia tkanek. W mechanizmach obronnych
uczestnicza poprzez produkcje reaktywnych form tlenu (RFT), mieloperoksydazy (MPO), cytokin
0 znaczeniu chemotaktycznym (interleukina 8/IL-8, czynnik martwicy nowotworow a/TNF-a), biatek
proteolitycznych (metaloproteinaza 9/MMP-9) oraz adhezyjnych (CD11b/CD18) [78, 79, 81].
Substancje pochodzenia naturalnego przez ograniczenie wydzielania czynnikow prozapalnych moga
hamowa¢ nadmierng aktywnos¢ uktadu immunologicznego. Z praktycznego punktu widzenia istotng
kwestig jest rownolegte wykorzystywanie metod fitochemicznych i biologicznych w badaniach
materiatu roslinnego. Takie podejscie jest mniej czasochtonne i pozwala na pozyskiwanie

sktadnikow chemicznych o celowanym punkcie uchwytu.

Gtownym celem przedstawionego do oceny osiagniecia naukowego byta weryfikacja nastepujacych
hipotez:

HT1. Substancje roslinne z rodzin Oleaceae, Lamiaceae i Cornaceae sa zrodtem zwigzkow
irydoidowych, fenylopropanoidéow oraz flawonoidow o znaczeniu biologicznym i terapeutycznym
[H1-H7].

HT2. Sposob przygotowania wyciagow roslinnych determinuje ich sktad chemiczny pod wzgledem
jakosciowym i ilosciowym, dzieki czemu moze by¢ podstawa ukierunkowanej izolacji zwiazkow
o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym [H1, H4, P-H1, P-H2], a dodatkowo izolacja
w potaczeniu z badaniami biologicznymi in vitro utatwia szybka i selektywna identyfikacje
sktadnikow o okreslonym punkcie uchwytu [H3, H5].

HT3. Tradycyjne zastosowanie substancji roslinnych bogatych w irydoidy, fenylopropanoidy oraz
flawonoidy w stanach zapalnych moze by¢ wynikiem ich aktywnosci antyoksydacyjnej i hamujacej
wydzielanie mediatorow stanu zapalnego przez ludzkie neutrofile czy fibroblasty poddane dziataniu
ekstraktow roslinnych lub izolowanych zwigzkow [H2, H3, H7].

HT4. Zastosowanie substancji roslinnych z rodzaju Ligustrum i Cornus w leczeniu choréb
metabolicznych w tradycyjnej medycynie chinskiej pozwala przypuszczaé, ze ekstrakty roslinne
bogate w irydoidy, fenylopropanoidy oraz flawonoidy hamujg rozwo6j bélu neuropatycznego

towarzyszacego cukrzycy [H4] lub petnia role inhibitorow trzustkowych enzymow trawiennych [H5].
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Badane substancije roslinne

Ligustrum vulgare L.

Sposrod okoto 37 gatunkow nalezacych do rodzaju Ligustrum (oliwkowate, Oleaceae), ktore
wystepuja gtownie w Azji, ligustr pospolity jest popularnym krzewem ozdobnym spotykanym
w Europie [5, 6]. Wzmianki o jego zastosowaniu pojawiaty sie juz przed wiekami [7-10]. Swieze
liscie ligustra przezuwano w celu tagodzenia stanow zapalnych jamy ustnej i gardta lub bolu zebow
oraz leczenia aft. Odwary byty natomiast uzywane w leczeniu oparzen i boléw gtowy [11-13].
Jeszcze w drugiej potowie XX w. w niektorych regionach Eurazji przetwory z lisci ligustra wcigz
wykorzystywane byty ze wzgledu na wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwreumatyczne, moczopedne
i hipotensyjne [14, 15]. W zwiazku z tradycyjnym zastosowaniem lisci ligustra jako
antiphlogisticum, jak dotad badania potwierdzajace takie wtasciwosci tego surowca miaty na celu
okreslenie zdolnosci inhibicji wybranych markeréow stanu zapalnego. Wykazano, ze napary z lisci
ligustra hamuja aktywnos$c¢ lipooksygenazy (LOX-5) z cytozolowej frakcji ptuc szczurow [16],
a frakcja dichlorometanowa nawet silniej niz frakcja wodna hamuje aktywnos¢ LOX-5 oraz
aktywnos¢ obu izoform cyklooksygenazy (COX-1, COX-2) [2]. Zaréwno same wyciagi jak i ich
sktadniki wykazaty rowniez wptyw hamujacy na uktad dopetniacza [13] oraz sekrecje markerow
stanu zapalnego ludzkich neutrofili (RFT, IL-8, MMP-9, elastaza) [17]. W innym badaniu wykazano
takze, ze poza zdolnoscia wymiatania wolnych rodnikow w warunkach in vitro nie wptywaja
toksycznie na komorki nowotworowe, m. in. HCT-116 [18, 19].

W lisSciach L. wvulgare stwierdzono dotychczas obecnos¢ flawonoidow, takich jak
3-O-ramnoglukozyd (rutyna) i 3,7-O-diramnozyd kwercetyny, 7-O-glukozyd i 4'-O-glukozyd luteoliny
oraz 7-0-glukozyd i 7-O-ramnoglukozyd apigeniny. Sposrdod pochodnych kemferolu zidentyfikowano
3-0-glukozyd-7-O-ramnozyd, 3,7-O-diramnozyd, 3-O-ramnozyd oraz 3-O-glukozyd (astragalina)
[11, 12, 16, 20, 21]. Natomiast z grupy pochodnych kwasu cynamonowego wykryto kwas
p-kumarowy i jego pochodne oraz fenylopropanoidy (echinakozyd, werbaskozyd/akteozyd) [17, 21].
Jednak najliczniejsza grupe (76% sumy zwigzkéw fenolowych) stanowia glikozydy irydoidowe,
w szczegolnosci sekoirydoidy, w postaci estrow i glikozydow tyrozolu (p-hydroksyfenyloetanol -
- p-HPEA) oraz hydroksytyrozolu (3,4-dihydroksyfenyloetanol - 3,4-DHPEA). Naleza do nich
oleuropeina, ligstrozyd, ligustalozyd A i B [11, 17, 21]. Ponadto w wyciggu wodnym stwierdzono
obecnos¢ aglikonow sekoirydoidow, tj. oleaceiny (3,4-DHPEA-EDA, dialdehydowa pochodna kwasu
elenolowego zwiazana z hydroksytyrozolem) i oleokantalu (p-HPEA-EDA) oraz monoaldehydowej
formy aglikonu ligstrozydu (p-HPEA-EA) [17, 22]. Pochodne te sa takze sktadnikami frakcji fenolowej
oleju z oliwek (Olea europaea L., Oleaceae) i przypisuje sie im role sktadnikow diety
odpowiedzialnych za korzystny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy obserwowany w populacjach
rejonu Morza Srodziemnego [74]. W badaniach in vitro wykazano, ze oleaceina jest inhibitorem

konwertazy angiotensynowej (ACE) oraz obojetnej endopeptydazy (NEP) [22, 23].
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Lamium album L.

Jasnota biata (jasnotowate, Lamiaceae) jest byling powszechnie spotykana w Europie, Azji oraz
potnocnej Afryce. W medycynie ludowej kwiaty jasnoty byty stosowane w stanach zapalnych bton
Sluzowych jamy ustnej i gardta, kaszlu, a takze jako Srodek przeciwskurczowy, S$ciagajacy
i przeciwbakteryjny [24, 25]. Jak dotad stwierdzono, ze wyciagi z kwiatow lub nadziemnych czesci
jasnoty wymiataja sztuczny rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowy (DPPH), anion ponadtlenkowy
(-Oy) i hamuja aktywnos¢ LOX-5 [26, 27], a takze stymuluja proliferacje fibroblastow [28]. Z kolei
ekstrakty chloroformowe hamuja replikacje wirusa opryszczki typu 1i 2 [29].

W rodzaju Lamium stwierdzono obecnosc¢ glikozydow irydoidowych, ktore uznano za potencjalne
markery chemotaksonomiczne i filogenetyczne tego rodzaju. W zielu jasnoty biatej szczegolnie
charakterystycznymi glikozydami irydoidowymi sa lamalbid oraz karioptozyd, w mniejszym stopniu
ester metylowy szanzysydu i barleryna [30, 31]. Dodatkowo w L. album stwierdzono obecnos¢
innych irydoidéow - albozydu A i B [32]. Ponadto wystepuja estry fenylopropanoidowe, flawonoidy,
kwasy fenolowe. Lamalbozyd (lamiuzyd A, teupoliozyd) i werbaskozyd sa opisane jako gtowne
glikozydy fenylopropanoidowe w tym gatunku [33]. Zaréwno fenylopropanoidy jak i kwas
5-kawoilochinowy (kwas chlorogenowy) sa typowe dla rodziny Lamiaceae, przy czym lamalbozyd
zostat uznany za najbardziej charakterystyczny dla L. album. Sposrdd flawonoidow zidentyfikowano
pochodne kwercetyny (rutyna, 3-O-glukozyd kwercetyny - izokwercytryna), pochodne kemferolu
(astragalina, tylirozyd), pochodne luteoliny (7-O-glukozyd luteoliny), apigeniny (7-0-glukozyd
apigeniny, 7-O-ramnoglukozyd apigeniny) oraz naryngeniny (7-O-ramnoglukozyd naryngeniny) [33,
34]. Opisano rowniez pochodne izoskutelaryny (7-O-allozylo(1—2)glukozyd izoskutelaryny, izomery
7-0-(6-0-acetyloallozylo)(1—6)glukozydu izoskutelaryny, 7-0-(6-O-acetyloallozylo)(1—2)glukozydu
izoskutelaryny, 7-0-(6-0-allozylo)(1—2)glukozyd 4'-0-metyloizoskutelaryny, 7-0-(6-0-
acetyloallozylo)(1—2)glukozyd 4'-O-metyloizoskutelaryny) [34]. Rzadziej wykrywane byty natomiast
ekdysteroidy oraz terpeny [25]. Opisane w tym gatunku ekdysteroidy to abutasteron, inkosteron,
polipodyna B, pterosteron [35]. Poza tym stwierdzono obecnos¢ glukozydu hemiterpenowego -

hemialbozydu - oraz 9-0-$-D-glukopiranozyloksy-5-megastigmen-4-onu [36, 37].

Cornus mas L. i Cornus alba L.

Klasyfikacja i podziat chemotaksonomiczny oraz powigzania filogenetyczne w obrebie rodzaju
Cornus (dereniowate, Cornaceae) sa skomplikowane ze wzgledu na morfologiczna réznorodnosé
kwiatow i owocow tych roslin, a takze roznice chromosomalne genow (m. in. rbcL, matK) w DNA
chloroplastow lub jadrowym DNA [38-41]. W celu utatwienia identyfikacji gatunkdow na podstawie
cech morfologicznych wyznaczono 4 grupy dereni: gatunki o biatych lub niebieskich owocach,
derenie  wtasciwe, gatunki charakteryzujace sie matymi przylistkami oraz gatunki
z charakterystycznymi duzymi przylistkami [42, 43]. Sposrod 65 gatunkdow rodzaju Cornus, deren
jadalny (Cornus mas L.) oraz deren lekarski (Cornus officinalis Sieb et Zucc.), byty najczesciej
stosowane w medycynie tradycyjnej. Deren jadalny wystepuje w srodkowej i potudniowo-

wschodniej Europie, rzadziej w potudniowej czy zachodniej Azji [44]. Z kolei deren lekarski, zwany
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tez azjatyckim, jest krzewem rozpowszechnionym w Azji (Chiny, Korea, Japonia), a jego przodkiem
i filogenetycznie siostrzanym gatunkiem jest deren jadalny, zawleczony do Azji z terenéw Polski,
Francji, Niemiec i Holandii [41]. Oba gatunki naleza do grupy dereni wtasciwych i wykazuja wyrazne
podobienstwa morfologiczne w budowie kwiatéw oraz barwie owocéw. W medycynie ludowej owoce
derenia jadalnego wykorzystywano w leczeniu goraczki, anemii, zapalenia jelit lub biegunki [45].
Obecnie poleca sie go osobom z przeziebieniem, staba przemiana materii, nadwaga, hemoroidami
i dolegliwosciami zotadkowymi. W Europie deren jadalny jest stosowany gtownie w celach
spozywczych do produkcji dzemow, nalewek czy sokow [46, 47]. Natomiast deren azjatycki, znany
jako ,,Shanzhuyu” wchodzi w sktad ztozonych preparatéw stosowanych w TCM [3, 48]. Owocom obu
gatunkow przypisuje sie potencjalne wtasciwosci hipoglikemizujace i regulujace stezenie lipidow
[49-53]. Za efekt ten moga by¢ odpowiedzialne sktadniki tych owocow, w szczegolnosci nalezace do
grupy garbnikow, irydoidow, antocyjanow i flawonoidow [46, 54-57]. Jak dotad w owocach derenia
jadalnego opisano antocyjany (3-O-galaktozyd i 3-O-robinobiozyd cyjanidyny, 3-O-glukozyd,
3-O-ramnoglukozyd, 3-O-galaktozyd pelargonidyny, 3-O-galaktozyd delfinidyny) oraz flawonoidy,
takie jak glikozydy kwercetyny (izokwercytryna, 3-O-galaktozyd kwercetyny - hiperozyd,
3-O-glukuronid kwercetyny - kwercyturon, rutyna, 3-O-ksylozyd kwercetyny, 3-O-ramnozyd
kwercetyny - kwercytryna), kemferolu (3-O-galaktozyd kemferolu - trifolina) i aromadendryny
(7-0-glukozyd aromadendryny) [46, 57]. Natomiast gtownymi przedstawicielami zwiazkow
irydoidowych w owocach i ekstraktach z owocow derenia jadalnego sg kwas loganowy i kornuzyd
[46]. W dotychczasowych badaniach wykryto pochodne garbnikow hydrolizujacych (mono-, di-, tri-
i tetragalusany glukozy, digalusan HHDP-glukozy) [58].

Mniej znanym gatunkiem, ktory zaliczany jest do grupy dereni o biatych owocach, jest deren
biaty (Cornus alba L.), zwany tez syberyjskim. Jest uprawiany przede wszystkim jako mato
wymagajaca roslina ozdobna na terenach przemystowych na catym swiecie. Tylko jedno doniesienie
wspomina o wtasciwosciach przeciwzapalnych, hemostatycznych i moczopednych derenia biatego,
wykorzystywanych w TCM. Jego todygi i liscie sa polecane w leczeniu przeziebien, otytosci, stanach
zapalnych drog moczowych czy biegunce. Dotychczas z gatunku tego wyizolowano i zidentyfikowano
12 zwiazkow. Naleza do nich kwercyturon, izokwercytryna i trifolina oraz garbniki hydrolizujace,
takie jak 1,2,3,4,6-penta-O-galoiloglukoza (PGG) oraz kornuzyny A i B [59]. W jedynym znanym
badaniu okreslono aktywnosc¢ antyoksydacyjna oraz antyproliferacyjng wspomnianych zwigzkow na
modelu linii komodrkowych prostaty LNCaP i DU145 [59].

Weryfikacja hipotezy HT1

Substancje roslinne z rodzin Oleaceae, Lamiaceae i Cornaceae sg zrodtem zwigzkéw irydoidowych,

fenylopropanoidéw oraz flawonoidéw o znaczeniu biologicznym i terapeutycznym [H1-H7].

Metabolity wtdrne roslin wyzszych sa czesto markerami chemotaksonomicznymi, ktore utatwiaja
niekiedy skomplikowang klasyfikacje roslin. O ile flawonoidy wystepuja powszechnie niemalze we

wszystkich roslinach, o tyle irydoidy czy fenylopropanoidy sa produktami metabolizmu tylko
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niektorych. Irydoidy spotykane sa przede wszystkim w roslinach nalezacych do Lamiales,
Gentianales, Scrophulariales, Dipsacales oraz Ericales [4, 60]. Ich znaczenie chemotaksonomiczne
byto szczegdlnie rozpatrywane w rodzajach Lamium i Plantago, a takze w rodzinie Oleaceae [4, 61].
W przypadku rodzaju Cornus jednoznaczna klasyfikacja chemotaksonomiczna jest skomplikowana.
W zaleznosci od grupy w obrebie tego taksonu gtownymi metabolitami wtornymi sa glikozydy
irydoidowe wywodzace sie z kwasu mewalonowego lub glikozydy fenolowe, takie jak salidrozyd
powstate w szlaku kwasu szikimowego. W czerwono owocujacych gatunkach derenia glikozydy
irydoidowe stanowia dominujaca grupe zwiazkéw, a jednoczesnie ceche symplezjomorficzng
[62, 63]. Pod wzgledem struktury irydoidy sa  monoterpenoidami, pochodnymi
cyklopentano[c]piranu, a biogenetycznie i chemotaksonomicznie stanowia struktury posrednie
miedzy terpenami i alkaloidami. Zwykle posiadaja strukture bicykliczna H-5/H-94 [60, 64].
Najczesciej wystepuja w formie glikozydow, w ktorych anomeryczny atom wegla D-glukozy tworzy
wigzanie glikozydowe z grupa hydroksylowa w pozycji C, szkieletu iridanu. Niemniej jednak sa takze
spotykane w formie aglikonow, dimeréw i innych pochodnych [65]. Z kolei sekoirydoidy sa
pochodnymi irydoidowymi charakteryzujacymi sie rozerwanym wiazaniem C; - Cg w pierscieniu
cyklopentanu. Irydoidy wystepuja w roslinach leczniczych tradycyjnie stosowanych jako substancje
goryczowe, uspokajajace, moczopedne, przeciwkaszlowe, srodki na rany i choroby skory oraz
w leczeniu otytosci, padaczki, cukrzycy czy hiperlipidemii [65-67]. Z kolei fenylopropanoidy nalezg
do jednych z najczesciej wystepujacych w roslinach metabolitow wtornych. Szlak kwasu
szikimowego stanowi pierwszy etap ich biosyntezy, w ktéorym uczestnicza fenyloalanina i/lub
tyrozyna. Za posrednictwem liaz aminokwasow aromatycznych powstaje kwas cynamonowy [60, 68].
Fenylopropanoidy zwykle zawierajg jeden lub kilka fragmentow C, - Cs. Z powodu znacznej
réznorodnosci ich struktur do grupy fenylopropanoidow zaliczane sa formy proste (pochodne
alkoholu cynamonowego, kwasu cynamonowego i fenylopropanu) oraz ztozone (glikozydy
fenylopropanoidowe z czasteczka fenyloetanu, lignoidy) [69]. Do grupy kwasu cynamonowego naleza
kwas p-kumarowy, kawowy czy ferulowy [60]. Jednak w przyrodzie rzadko wystepuja w postaci
wolnej, natomiast czesciej sa spotykane w formie estrow poprzez wigzanie z grupami
hydroksylowymi cukrow. Estry fenylopropanoidowe zawierajace dwie lub trzy czasteczki cukru
zwigzane z czasteczka dihydroksyfenyloetanolu sg spotykane szczegolnie w roslinach nalezacych
do Lamiales i Oleales [60].

Celem prac byto zatem poznanie sktadu chemicznego wyciagdw przygotowanych z wybranych
gatunkéw roslin z rodzin Oleaceae, Lamiaceae i Cornaceae. Zatozeniem prac byto
scharakteryzowanie pod wzgledem fitochemicznym wyciagow, ktorych aktywnos¢ biologiczna byta
badana na modelach komérkowych i bezkomorkowych in vitro oraz modelu zwierzecym in vivo.
Ze wzgledu na przestanki literaturowe o wystepowaniu irydoidow, fenylopropanoidéw, a takze
flawonoidow w wybranych substancjach roslinnych, staty sie one gtownym celem poszukiwan.
W zwiazku z tym za pomoca metody HPLC-DAD-MS" przeprowadzono analize jakosciowa wszystkich
ekstraktow. Dodatkowo do analizy wyciagu wodnego z lisci ligustra pospolitego wykorzystano
metode HPTLC.

10
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Analiza fitochemiczna wykazata, ze dominujgcymi sktadnikami ekstraktu wodnego z lisci ligustra
sa sekoirydoidy oraz fenylopropanoidy. Zidentyfikowane sekoirydoidy wystepowaty w formie
glikozydow lub aglikondw. Najwyzsze piki przy dtugosci fali A = 240 nm zostaty przypisane
oleuropeinie oraz jej pochodnej oleaceinie. Gtownym fenylopropanoidem zarejestrowanym
na chromatogramie przy dtugosci fali A = 325 nm byt echinakozyd [H1, H2, H4]. Struktury tych

zwiazkow przedstawitam na rycinie 1.
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Rycina 1. Struktury zwiazkow zidentyfikowanych w ekstraktach z lisci ligustra pospolitego.

Irydoidy sa uznawane za markery chemotaksonomiczne rodziny Oleaceae [61]. Ligustr pospolity
wystepuje jednak w innych rejonach geograficznych niz oliwka europejska (Olea europea L.).
W wyciagach przygotowanych z lisci obu gatunkow potwierdzono, ze irydoidy nalezace do grupy
sekoirydoidow sa zwigzkami dominujacymi. Sposrod zidentyfikowanych zwigzkow sekoirydoidowych
mozna wymieni¢ oleozyd, 11-metyloester oleozydu, 10-hydroksyoleuropeine, oleaceine, oleuropeine
oraz ligstrozyd. Oleokantal, bedacy dialdehydowym aglikonem ligstrozydu, wykryto jedynie
w wyciggu wodnym z lisci ligustra. W ekstraktach z lisci oliwki i ligustra zidentyfikowano ponadto
flawonoidy, takie jak 7-O-glukozyd luteoliny i rutyna, a takze fenylopropanoid - werbaskozyd.
Natomiast jedynie w ekstraktach z lisci oliwki zidentyfikowano lignany - oliwil i glukozyd oliwilu.
Podczas porownawczej analizy sktadu chemicznego wyciagow wodnych i etanolowych z lisci ligustra
pospolitego i oliwki europejskiej stwierdzono, ze wyciagi z liSci ligustra charakteryzuja sie wieksza
réznorodnoscig fitochemiczng niz wyciagi z lisci oliwki. W przeciwienstwie do przetworow
oliwkowych, w wyciagach z lisci ligustra wykryto echinakozyd i ligustroflawon, a dodatkowo z grupy
sekoirydoidow - ligustalozyd A. Ponadto na podstawie danych UV-Vis oraz MS/MS ustalono, ze
w przetworach z ligustra wystepuja glukuronidy kwasu p-kumaroilowego oraz inne pochodne kwasu
p-kumaroilo- i feruloilochinowego, ktorych nie zidentyfikowano w wyciagach z lisci oliwki [H2].
Prowadzac analize poréwnawcza obu spokrewnionych ze sobg gatunkow z rodziny Oleaceae, w
wyciagach z lisci oznaczono takze ilosciowo catkowita zawartos¢ zwiazkow fenolowych
i flawonoidowych [H2]. Wyciagi etanolowe zawieraty znacznie wiecej zwiazkow fenolowych
i flawonoidowych niz wyciagi wodne, przy czym ekstrakty wodne z lisci oliwki odznaczaty sie wyzsza

zawartosciag polifenoli w przeliczeniu na kwas galusowy (84,3 + 5,2 mg GAE/g) w poréwnaniu

11
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z wyciagami wodnymi z lisci ligustra (75,8 + 4,2 mg GAE/g). Z kolei wyzsza zawartosc¢ flawonoidow
oznaczono w wyciagach z lisci ligustra. Catkowita zawartosc flawonoidow w wyciagu wodnym z lisci
ligustra w przeliczeniu na kwercetyne wyniosta 2,6 + 0,1 mg QE/g, a w wyciagu wodnym z lisci
oliwki 1,2 + 0,1 mg QE/g [H2].

Z kolei w wyciagach etanolowych z ziela i kwiatdw jasnoty biatej z rodziny Lamiaceae
zidentyfikowano 8 fenylopropanoidow, 3 irydoidy, 7 kwaséw fenolowych oraz 6 flawonoidow.
Dominujacymi zwigzkami byty lamalbid (lamirydozyd), kwas chlorogenowy, lamiuzyd A (lamalbozyd,
teupoliozyd) oraz ramnoheksozyd kwercetyny. W obu substancjach roslinnych zarejestrowano
réwniez piki lamiuzydu B, lamiuzydu C i tylirozydu. Natomiast w wyciagach z ziela jasnoty
wystepowaty izomery kwasu chlorogenowego, ktorych obecnosci nie stwierdzono w ekstraktach
Z kwiatow. Z drugiej strony, glikozyd kwercetyny o masie m/z 463 [M-H] wykryto jedynie w wyciagu
z kwiatow. Na chromatogramie HPLC ekstraktu z kwiatow zarejestrowano wyzsze piki niektorych
fenylopropanoidéow (werbaskozyd) oraz malonyloheksozydu kwercetyny w poréwnaniu z ekstraktami
z ziela [H3]. Ze wzgledu na nieznaczne roznice sktadu chemicznego obu substancji roslinnych
doizolacji zwiazkow wykorzystano nadziemne czesci jasnoty. W efekcie po raz pierwszy
wyizolowano i zidentyfikowano w tym gatunku fenylopropanoidy - lamiuzyd B, lamiuzyd C
i 6"-O-glukopiranozylomartynozyd (trans-lamiuzyd E) oraz flinozyd D. Warto podkreslic,
ze lamiuzydy B, C i E wczesniej wyizolowano i zidentyfikowano jedynie w zielu jasnoty purpurowej
[70]. Poréwnujac widma NMR lamiuzydu E opisane przez Ito i wsp. (2006), stwierdzono,
ze geometria olefiny w podstawniku feruloilowym wystepuje w formie trans w strukturze
6"-0-glukopiranozylomartynozydu. Z tego powodu zaproponowano jako nazwe glukomartynozyd lub
trans-lamiuzyd E dla tego izomeru. Pochodne kwercetyny, takie jak 3-O-(4"-O-E-
feruloilo)ramnoglukozyd kwercetyny oraz 3-0-ramnozylo-(4™'-0-E-feruloilo)ramnoglukozyd
kwercetyny zostaty zidentyfikowane jako struktury dotychczas nieopisane w literaturze [H7].
Z prac tych mozna wywnioskowaé, ze w badanym gatunku grupa fenylopropanoidéw wyroznia sie
znaczng roznorodnoscia w przeciwienstwie do ligustra pospolitego, gdzie dominowaty przede
wszystkim zwiazki sekoirydoidowe. Z drugiej strony obecno$¢ znacznych ilosci irydoidow pozwala
potwierdzi¢ ich znaczenie chemotaksonomiczne w gatunkach z rodzin Lamiaceae i Oleaceae.

Podobnie jak w lisciach ligustra czy zielu jasnoty biatej, w owocach derenia jadalnego
dominujacymi sktadnikami sa irydoidy, w szczegolnosci kwas loganowy. Znacznie mniejszy pik
zarejestrowano w przypadku kornuzydu. Ponadto charakterystyczna dla derenia jadalnego grupa
zwigzkow sg antocyjany. W badanym materiale roslinnym zidentyfikowano 3-0O-galaktozyd
i 3-O-robinobiozyd pelargonidyny, a takze 3-0O-galaktozyd cyjanidyny. W trakcie analizy HPLC-DAD-
MS/MS zarejestrowano kilka sygnatow, ktore przypisano pochodnym garbnikow hydrolizujacych (di-
i tetragaloiloglukoza, digaloilo-HHDP-glukoza) [H5]. Niemniej jednak z przegladu dotychczasowej
literatury wynika, ze wystepowanie garbnikdéw hydrolizujacych w owocach derenia jadalnego jest
stabo opisane w przeciwienstwie do derenia lekarskiego [H6]. W pracy przegladowej H6
szczegotowo opisano podobienstwa i réznice w sktadzie chemicznym tych dwoch gatunkow. W pracy

H5 poréwnano natomiast sktad chemiczny wyciagdw z owocow derenia jadalnego oraz biatego.
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Oba gatunki sa powszechnie spotykane w rodzimej florze Polski. W wyciagach z owocow derenia
biatego charakterystyczng grupa zwiazkow byty flawonoidy, ktorych nie wykryto w wyciagach
z owocow derenia jadalnego. Zidentyfikowano glikozydy kwercetyny: hiperozyd, izokwercytryne,
kwercyturon, 3-0O-ksylozyd kwercetyny i 3-O-(6"-malonylo)-glukozyd kwercetyny, a takze pochodne
kemferolu: 3-0-glukozyd i 3-0O-glukuronid kemferolu. Na podstawie analizy widm UV/Vis, w owocach
derenia biatego stwierdzono takze obecnosc irydoidow. Jednak ich petna identyfikacja nie byta
mozliwa. Nie stwierdzono natomiast obecnosci kwasu loganowego czy kornuzydu, a w zadnym
badanym gatunku nie wystepowaty fenylopropanoidy [H5]. Biorac pod uwage tak odmienny sktad
obu gatunkéw, potwierdzono brak powigzan filogenetycznych, jakie sa z kolei widoczne
w przypadku siostrzanych gatunkow - derenia jadalnego i lekarskiego. Z drugiej strony
przeprowadzone jednoczesnie badania biologiczne ekstraktow pozwolity na identyfikacje grupy

zwiazkow odpowiedzialnych za obserwowang bioaktywnosc.

Weryfikacja hipotezy HT2

Sposob przygotowania wyciagow roslinnych determinuje ich sktad chemiczny pod wzgledem
jakosciowym i ilosciowym, dzieki czemu moze by¢ podstawa ukierunkowanej izolacji zwiazkow
o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym [H1, H4, P-H1, P-H2], a dodatkowo izolacja
w potaczeniu z badaniami biologicznymi in vitro utatwia szybka i selektywna identyfikacje

sktadnikow o okreslonym punkcie uchwytu [H3, H5].

W oznaczeniach ilosciowych glikozydow irydoidowych do ekstrakcji stosuje sie wrzaca wode oraz
warunki zasadowe, ktore majg zapobiegac hydrolizie kwasnej i enzymatycznej form glikozydowych
[71]. Przyktadem glikozydu irydoidowego jest oleuropeina, ktora z kolei ulega degradacji do innych
pochodnych w czasie dojrzewania owocow i lisci oliwki europejskiej. Z dotychczasowych doniesien
literaturowych wynika, ze warunki uprawy oraz czynniki Srodowiskowe istotnie wptywaja
na stezenie sktadnikow chemicznych w pozyskiwanych z oliwki substancjach roslinnych [72-74].
Wczesniejsze badania wskazywaty natomiast, ze sekoirydoidy i fenylopropanoidy prawdopodobnie
odpowiadaja za wtasciwosci biologiczne lisci ligustra pospolitego [13, 16, 17, 21]. Niemniej jednak
brakowato informacji na temat zawartosci tych sktadnikow oraz metod, ktére mogtyby stuzyc
do oznaczania ilosciowego gtownych sktadnikow w tym materiale roslinnym. Uwzgledniajac
koniecznos¢ standaryzacji substancji roslinnych, przeprowadzono walidacje dwoch metod
analitycznych - densytometrycznej po rozdziale HPTLC oraz metody HPLC - oznaczania zawartosci
charakterystycznych zwigzkow w przetworach z lisci ligustra pospolitego.

Najczesciej stosowanymi w medycynie ludowej przetworami roslinnymi sa napary, odwary
lub nalewki. Dlatego do przeprowadzenia badan przygotowywano wyciagi z uzyciem
rozpuszczalnikow takich jak woda, etanol lub ich mieszaniny. Biorac pod uwage zmienng zawartosc
metabolitow wtérnych w roslinach w zaleznosci od okresu wegetacji oraz ograniczong trwatosc¢
niektoérych z nich wprowadzono dodatkowe zmienne - zbior surowca w réznym czasie (co miesiac

od maja do wrzesnia) oraz rdézng temperature przygotowania ekstraktow [H1]. Liscie ligustra

13



Postepowanie habilitacyjne - dr n. farm. Monika Czerwinska | Zatacznik nr 2
Autoreferat

do analiz ilosciowych zostaty zebrane przed okresem kwitnienia (maj), w okresie kwitnienia
(czerwiec - sierpien) oraz po zakonczeniu kwitnienia (wrzesien). Stosujac zmienne parametry
ekstrakcji przygotowano wyciagi wodne w temperaturze pokojowej, napary, odwary oraz wyciagi
etanolowe. W celu sporzadzenia wyciagdw wodnych liscie poddano procesowi maceracji woda
(w stosunku 1 cz. substancji roslinnej: 10 cz. wody) przez godzine w temperaturze pokojowej.
Natomiast napary uzyskano przeprowadzajac ekstrakcje lisci wrzaca woda (w stosunku 1cz.
substancji roslinnej: 40 cz. wrzacej wody) pod przykryciem. Odwary (w stosunku 1cz. substancji
roslinnej: 40 cz. wody) i wyciagi etanolowe (w stosunku 1 cz. substancji roslinnej: 10 cz. etanolu
60%, v/v) przygotowano, ogrzewajac je pod chtodnica zwrotna w temperaturze okoto 95°C. Celem
badania byto opracowanie i walidacja metody densytometrycznej po rozdziale zwigzkow technika
wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej. Metoda ta zostata wykorzystana do oznaczenia
ilosciowego zwiazkow z grup sekoirydoidow (oleaceiny, oleuropeiny) oraz fenylopropanoidow
(echinakozydu) [H1]. Pierwotna faza wykorzystana do rozdziatu tych zwigzkow byta mieszanina
dichlorometan:metanol:woda (85:15:1,5; v/v/v) opisana w monografii Oleae folium (FP IX, 2011).
W wyniku modyfikacji zastosowanie ostatecznej fazy ruchomej dichlorometan:metanol:kwas
mrowkowy:woda (80:25:4:1,5; v/v/v/v) pozwolito na optymalny rozdziat oznaczanych zwigzkow

(Rycina 2). Zastosowanie kwasu mrowkowego zapewnito zmniejszenie rozmycia plam.

El
b

May July 2mbel May uly tember  July &

oleacein

oleuropein

echinacoside

Rycina 2. Chromatogramy HPTLC wyciagow z lisci ligustra zebranych w maju, lipcu lub we wrzesniu
przy dtugosci fali A = 240 nm (a) i A = 325 nm (b) [H1].

Opracowana metoda jest specyficzna, doktadna i precyzyjna. Krzywe kalibracyjne wyznaczono

stosujac substancje wzorcowe, takie jak oleaceina, oleuropeina i echinakozyd. Oleaceine
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i oleuropeine wyizolowano z lisci ligustra pospolitego, a echinakozyd zostat zakupiony. Warto przy

tym zaznaczy¢, ze oleaceina nie jest substancja komercyjnie dostepna.

a aqueocus extract - July
.

oleacein

Kaakaa J.

b ethanclic extract - Jul\'

wchinaceside

NV A .

& decoction - July

KMA -~

d infusion - July

Rycina 3. Densytogramy HPTLC
przygotowane z lisci ligustra zebranych w

ey lipcu uzyskane przy dtugosci fali

A‘LA . A =240 nm [H1].

Przeprowadzona analiza ilosciowa sktadnikow substancji roslinnej w zaleznosci od czasu zbioru
pozwolita ustali¢, ktora pora roku sprzyja pozyskiwaniu surowca roslinnego o najwiekszej zawartosci
zwigzkow biologicznie aktywnych w celu zwiekszenia wydajnosci procesu ich izolacji. Na podstawie
chromatograméw HPTLC (Rycina 2.) ustalitam, ze echinakozyd (R = 0,12 + 0,01) wystepuje

we wszystkich przygotowanych wyciagach bez wzgledu na rodzaj uzytego rozpuszczalnika
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oraz zastosowana podczas ekstrakcji temperature. Plamy oleuropeiny (R; = 0,58 + 0,03) wykryto
w wyciggu etanolowym, naparze i odwarze, ale nie stwierdzono jej obecnosci w wyciagach
wodnych. Z kolei we wszystkich wyciagach wodnych przygotowanych w temperaturze pokojowej
stwierdzono obecnos¢ oleaceiny (R = 0,82 + 0,01). Sekoirydoidy sa uwazane za zwiazki chemicznie
labilne. Ponadto zawartos¢ aglikonow sekoirydoidowych i ich glikozydow ulega zmianie podczas
procesu ekstrakcji z powodu wazrastajacej aktywnosci endogennych enzymoéw, takich jak
B-glukozydaza czy metyloesteraza, wystepujacych w substancjach pochodzenia roslinnego.
W zwiazku z tym zarowno rozpuszczalniki organiczne (etanol) jak i wysoka temperatura przyczyniaja
sie do ich dezaktywacji (denaturacja). Z tego powodu wyciagi wodne przygotowane w temperaturze
pokojowej zawieraja wysokie stezenia aglikondw, a niskie stezenia glikozydow. Dlatego nie
stwierdzono obecnosci oleaceiny w wyciagach etanolowych oraz odwarach i naparach
przygotowanych w wysokiej temperaturze (Rycina 3). Zawartos¢ oleaceiny oznaczono ilosciowo
jedynie w wyciagach wodnych, podczas gdy oleuropeine - w pozostatych wyciagach [H1].

Wraz z rozwojem wegetacyjnym ligustra stezenie echinakozydu stopniowo wzrastato osiagajac
maksimum po zakonczeniu okresu kwitnienia (0,59 + 0,02% w wyciagu etanolowym, 0,54 + 0,01%
w odwarze). Natomiast stezenia oleaceiny i oleuropeiny byty zmienne osiagajac najwyzsza wartosc¢
w okresie kwitnienia. Zawartosc¢ oleuropeiny byta porownywalnie wysoka we wszystkich badanych
ekstraktach przygotowanych z lisci zebranych w lipcu (napar 2,72 + 0,14%; wyciag etanolowy 2,57 +
0,25%; odwar 2,19 + 0,11%). Najwyzsze stezenie oleaceiny odnotowano w wyciagu wodnym z lisci
zebranych w czerwcu (0,79 = 0,06%). Na podstawie tych danych, wywnioskowano, ze w celu
efektywnej izolacji sekoirydoidéw z lisci ligustra zbiory surowca w Polsce powinny odbywac sie
w czerwcu lub lipcu, a echinakozydu - we wrzesniu [H1].

Metode densytometryczng po rozdziale zwiazkow technika HPTLC opracowang w pracy H1
wykorzystano do oznaczenia ilosciowego oleuropeiny w wyciagach z lisci oliwki i ligustra w celu
poréwnania jej zawartosci. Wyciagi etanolowe z oliwki charakteryzowaty sie wyzsza zawartosciag
oleuropeiny w poréwnaniu z wyciagiem etanolowym z lisci ligustra. Zgodnie z monografia Oleae folii
extractum siccum (Ph. Eur. 8.0, FPX) zawarto$¢ oleuropeiny w wyciagu nie powinna by¢ mniejsza
niz 16%. W przeciwienstwie do lisci ligustra oznaczono zawartosc oleuropeiny w wyciaggu wodnym z
lisci oliwki [H2].

Analize ilosciowa wyznaczonych markerow fitochemicznych, w wyciagu wodnym z lisci ligustra
przeprowadzono takze za pomoca metody HPLC-DAD. Celem tej pracy byto scharakteryzowanie pod
wzgledem jakosciowym i ilosciowym testowanego w warunkach in vivo wyciagu. Wyznaczenie
profilu fitochemicznego wyciagu aplikowanego zwierzetom pozwolito na wstepne przypisanie
aktywnosci farmakologicznej zwigzkom o najwyzszym stezeniu [H4]. Opracowanie i walidacja
metody HPLC-DAD pozwolita na okreslenie zawartosci wybranych markeréw z grup sekoirydoidow i
fenylopropanoidéow. Podobnie jak w przypadku odczytu densytometrycznego po rozdziale technika
HPTLC, metoda HPLC-DAD spetnita wymagania pod wzgledem specyficznosci, doktadnosci i precyzji.
Krzywe kalibracyjne wyznaczono stosujac substancje wzorcowe: oleaceine, oleuropeing, oleokantal,

echinakozyd i werbaskozyd. W wyciggu wodnym potwierdzono najwyzsza zawartos¢ oleaceiny
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(23,48 + 0,87 mg/g wyciagu) sposrod wszystkich oznaczanych zwigzkow. Wyzsza zawartosc
oleaceiny oznaczona metoda HPLC moze wynika¢ z wiekszej czutosci tej metody oraz réznic miejsca
i czasu zbioru substancji roslinnej. W przeciwienstwie do metody densytometrycznej (HPTLC), udato
sie zidentyfikowac i oznaczy¢ zawartosc¢ oleuropeiny. Jednak zawartos¢ oleuropeiny (1,50 + 0,01
mg/g wyciagu) byta najnizsza w pordwnaniu z innymi markerami. Zawartos¢ oleokantalu,
echinakozydu i werbaskozydu wyniosty odpowiednio 8,44 + 0,08 mg/g, 6,46 + 0,07 mg/g oraz 4,03 +
0,04 mg/g wyciagu [H4].

Z kolei opracowanie ukierunkowanej metody izolacji oleaceiny z lisci ligustra pospolitego stato
sie podstawa zastrzezen patentowych na terenie Polski i Stanow Zjednoczonych [P-H1, P-H2].
Izolacji oleaceiny obecnej w lisciach ligustra dokonano wg zmodyfikowanej metody opracowanej w
Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego [22]. W pierwszym etapie liscie ligustra poddano ekstrakcji woda w tazni
ultradzwiekowej (w stosunku 1 cz. substancji roslinnej: 10 cz. wody). W celu uzyskania mniej
zanieczyszczonego wyciagu oraz zwiekszenia wydajnosci procesu izolacji pozadanego zwiazku uzyto
eteru dietylowego zamiast octanu etylu. Wczesniejsze analizy wykazaty bowiem, ze frakcja octanu
etylu zawiera wiecej zwiazkow chemicznych, co tym samym utrudnia proces izolacji oleaceiny.
W zmodyfikowanej metodzie frakcje eterowa poddawano rozdziatowi przy uzyciu chromatografii
typu Flash na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym (PF-30 SIHP/80G PuriFlash) przy uzyciu
mieszaniny chloroformu i octanu etylu (85:15) w uktadzie izokratycznym. Wybrane frakcje poddano
dalszemu rozdziatowi na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym (PF-30 SIHP/80G PuriFlash)
przy uzyciu mieszaniny toluenu, octanu metylu i metanolu (84:11:5) w uktadzie izokratycznym.
Jedna z uzyskanych frakcji naniesiono na kolumne wypetniong ztozem Sephadex-LH20 i po rozdziale
przy uzyciu mieszaniny chloroformu i metanolu (9:1) wyizolowano oleaceine. Uzyskano okoto 1,3 ¢
zwiazku, czym znaczaco podwyzszono wydajnos¢ procesu izolacji w porownaniu z pierwotng
metoda. Tozsamo$¢ zwiazku potwierdzono metodami NMR oraz HPLC-DAD-MS/MS. W tabeli 1.
przedstawiono modyfikacje metody izolacji oleaceiny zastosowane w celu zwiekszenia wydajnosci
tego procesu. Pozyskanie tego zwiazku, ktory jest sktadnikiem oleju z oliwek, ma szczegolne
znaczenie ze wzgledu na jego potencjalng role w prewencji i leczeniu chorob uktadu sercowo-

naczyniowego [P-H1, P-H2].

Tabela 1. Porownanie metod izolacji oleaceiny [P-H1, P-H2].

Etap izolacji Metoda pierwotna Metoda zmodyfikowana
. 4xwoda; 4xwoda;
| ekstrakcja taznia ultradzwiekowa; 30 min taznia ultradzwiekowa; 30 min
Il ekstrakcja 5x octan etylu (1:1) 5x eter dietylowy (1:1)
zel krzemionkowy; kolumna szklana (0.125- zel krzemionkowy (PF- 30 SIHP/80G PuriFlash);
| rozdziat 0.25mm; 5.5cmx10 cm); gradient chloroform-octan | chromatografia typu Flash; uktad izokratyczny
etylu (100-0%) i octan etylu- metanol (100-0%) chloroformu i octanu etylu (85:15)
zel krzemionkowy (PF- 30 SIHP/80G PuriFlash);
Il rozdziat chromatografia typu Flash; uktad izokratyczny
chloroformu i octanu etylu (85:15)
. Sephadex; kolumna szklana (2x25 cm); uktad Sephadex LH-20; kolumna szklana (2x45 cm);
doczyszczanie izokratyczny chloroform- metanol (9:1) uktad izokratyczny chloroform- metanol (9:1)
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Zastrzezeniem patentowym zostato objete réwniez potencjalne zastosowanie oleaceiny
w leczeniu i prewencji choréb wynikajacych z rozpadu ptytki miazdzycowej, takich jak
niedokrwienny udar mozgu, zawat miesnia sercowego czy choroba niedokrwienna serca.
W badaniach udowodniono bowiem, ze oleaceina w sposob zalezny od stezenia hamuje sekrecje
MMP-9, ktoéra jest proteaza odpowiedzialng za degradacje macierzy zewnatrzkomoérkowej, a tym
samym sprzyja destabilizacji ptytki miazdzycowej. Ptytki miazdzycowe (n=15) byty uzyskiwane
od pacjentow poddawanych zabiegowi wyciecia btony wewnetrznej tetnicy szyjnej
(endarterektomia). Uzyskane ptytki dzielono na dwie czesci, ktore inkubowano w zbuforowanym
roztworze soli fizjologicznej (kontrola) lub w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej
w obecnosci oleaceiny w stezeniach 5,10 i 20 pM przez 24 godziny po uprzedniej stymulacji
roztworem lipopolisacharydu (LPS) o stezeniu 1 pg/ml. Wptyw oleaceiny na produkcje MMP-9 zostat
okreslony przy uzyciu metody immunoenzymatycznej ELISA. 1los¢ MMP-9 (ng/ml) przeliczano
na mase ptytki miazdzycowej, a nastepnie okreslono w % w porownaniu do kontroli stymulowanej.

Wartos¢ ICsq okreslono na poziomie 9,07 + 1,2 uM. Wyniki przedstawiono na rycinie 4 [P-H2].
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Rycina 4. Inhibicja sekrecji MMP-9 przez ptytki miazdzycowe stymulowane LPS. OC - oleaceina w
stezeniach OC5 - 5uM, OC10 pM - 10, OC20 - 20uM; kontrola n.st. (-) LPS, Kontrola st. (+) LPS.

Z kolei wynikiem dalszych prac na modelu ptytek miazdzycowych we wspotpracy z dr Agnieszka
Filipek byto stwierdzenie, ze oleaceina zwieksza produkcje cytokiny przeciwzapalnej IL-10
przez komorki ptytki miazdzycowej o 267,1 + 61,5%. Ponadto w kompleksie z hemoglobing
i haptoglobing 2-2 indukuje ekspresje biatka CD163 (tzw. scavenger receptor) na powierzchni
makrofagow. W zwiazku z tym dochodzi do zmiany prozapalnego fenotypu M1 makrofagow
na fenotyp przeciwzapalny M2, co ogranicza proces rozpadu ptytek miazdzycowych i ryzyko
mikrokrwawien [P-H1].

Inng technika, ktora pozwala na poszukiwanie zwiazkdéw o okreslonej bioaktywnosci jest izolacja
potaczona z badaniami biologicznymi w warunkach in vitro. Metoda ta utatwia szybka i selektywna
identyfikacje sktadnikow pochodzenia naturalnego o okreslonym punkcie uchwytu. W zwiagzku z tym
zostata ona wykorzystana w celu identyfikacji aktywnych sktadnikow ziela jasnoty biatej
oraz owocow dereni - jadalnego i biatego. Izolacje sktadnikow jasnoty prowadzono na podstawie
testow inhibicji uwalniania cytokin (IL-8, TNF-a) przez neutrofile, a w przypadku owocéw dereni -

inhibicji lipazy trzustkowej w warunkach in vitro. Wybor modelu biologicznego jako podstawy
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do ukierunkowanej izolacji podyktowany byt doniesieniami z medycyny tradycyjnej o okreslonych
wtasciwosciach prozdrowotnych badanych substancji roslinnych [H3, H5].

W celu potwierdzenia wtasciwosci przeciwzapalnych ziela jasnoty biatej, a jednoczesnie
zidentyfikowania sktadnikow aktywnych zastosowano technike izolacji zwiazkow prowadzong
rownolegle z badaniami in vitro na modelu ludzkich neutrofili [H3]. Biorac pod uwage nieznaczne
réznice w sktadzie chemicznym kwiatow i ziela jasnoty, do izolacji zwiazkdéw wykorzystano czesci
nadziemne. W wyniku rozdziatu sktadnikow za pomoca rozpuszczalnikdw o réznej polarnosci
uzyskano 5 frakcji: chloroformowa (CL), eteru dietylowego (DE), octanu etylu (EA), butanolowa (B)
oraz pozostatos¢ wodna (AR). Sposréd nich najwieksza aktywnoscig hamujaca sekrecje zaréowno IL-8
jak i TNF-a wykazano dla frakcji DE. Komorki traktowane frakcja DE w stezeniu 50 pg/ml wydzielaty
41,4 + 41% TNF-a i 59,3 + 15,2% IL-8 w porownaniu z komorkami kontrolnymi (100%). Aktywnos¢
hamujaca sekrecje cytokin wykazaty takze frakcje EA oraz B, dlatego rowniez zostaty uwzglednione
w badaniach. Dalszy rozdziat sktadnikow frakcji DE, EA oraz B doprowadzit do uzyskania podfrakcji
DE1 - DE6, EA1 - EA9 oraz B1 - B5. Jednoczesna analiza aktywnosci biologicznej pozwolita ustali¢, ze
zadna z uzyskanych podfrakcji nie hamowata sekrecji IL-8. Z drugiej strony podfrakcje DE6, B3, B4
i B5 znacznie hamowaty uwalnianie TNF-a przez neutrofile. Procent wydzielonego przez komorki
TNF-o wynidst odpowiednio 76,1 + 3,2% (DE6), 75,0 = 2,2% (B3), 60,0 + 1,3% (B4) oraz 72,7 + 1,9%
(B5). Z podfrakcji DE6 wyizolowano kwas kawowy oraz tylirozyd, a takze okreslono ich aktywnosc
hamujaca uwalnianie cytokin. Kwas kawowy nie miat wptywu na sekrecje cytokin. Zostat on po raz
pierwszy wyizolowany z ziela jasnoty biatej. Jednak biorac pod uwage strukture fenylopropanoidow,
kwas kawowy jest prawdopodobnie artefaktem - produktem hydrolizy fenylopropanoidow
towarzyszacej procesowi ekstrakcji. Z kolei tylirozyd hamowat sekrecje IL-8 (68,6 + 10,0% wzgledem
kontroli), a nie wptywat na uwalnianie TNF-a. Nastepnie z podfrakcji B3,z wyizolowano karioptozyd.
Jednak nie wykazat on znacznej aktywnosci hamujacej sekrecje cytokin. Podfrakcje butanolowe B3
i B4 byty natomiast szczego6lnie bogatym zrédtem fenylopropanoidow. Dzieki zastosowaniu metody
izolacji sprzezonej z badaniami biologicznymi na modelu ludzkich neutrofili, wyizolowano
fenylopropanoidy lamiuzyd A (lamalbozyd), lamiuzyd B, lamiuzyd C oraz trans-lamiuzyd E, ktore
wykazaty aktywnos¢ hamujaca uwalnianie IL-8. Wywnioskowano, ze ziele jasnoty biatej moze by¢
potencjalnym zrédtem sktadnikow regulujacych stan zapalny. Zastosowanie techniki taczacej
izolacje zwiazkow z materiatu roslinnego z badaniami biologicznymi utatwito identyfikacje zwiazku -
trans-lamiuzydu E - odznaczajacego sie najsilniejsza, statystycznie znamienna aktywnoscig
biologiczna [H3].

W przypadku owocow derenia jadalnego (Cm) i biatego (Ca) przeprowadzono izolacje zwigzkow
z ekstraktu metanolowego. Poczatkowo do rozdziatu sktadnikow wykorzystano rozpuszczalniki
oréznej polarnosci. Na podstawie testow inhibicji lipazy trzustkowej w warunkach in vitro
wyselekcjonowano najbardziej aktywne frakcje octanu etylu (EtOAc) i butanolowa (BuOH). Frakcje
oznaczone jako CmEtOAc, CaEtOAc i CaBuOH w stezeniu 15 pg/ml hamowaty aktywnos¢ lipazy
trzustkowej o odpowiednio 30,2 + 3,2%, 71,4 £ 0,9% i 57,0 £ 1,9% (Rycina 5).
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Rycina 5. Inhibicja aktywnosci lipazy trzustkowej przez frakcje i podfrakcje uzyskane z owocow

derenia jadalnego (Cm) i biatego (Ca) [H5].

We frakcji octanu etylu z owocow derenia jadalnego CmEtOAc zidentyfikowano kwas loganowy,
kornuzyd i 3-O-galaktozyd pelargonidyny. Natomiast we frakcjach uzyskanych z owocow derenia
biatego CaEtOAc i CaBuOH wykryto rutyne, hiperozyd oraz kwercyturon, a takze astragaline.
W dalszej kolejnosci rozdziat sktadnikow tych frakcji prowadzono za pomoca chromatografii
kolumnowej i preparatywnej HPLC. Uzyskano podfrakcje oznaczone jako CmEtOAc, - CmEtOAcc,
CaEtOAc, - CaEtOAcp oraz CaBuOH, - CaBuOH,. Jednoczesnie wykazano, ze najbardziej aktywna ze
wszystkich uzyskanych - podfrakcja CaEtOAcg - hamowata aktywnos¢ lipazy trzustkowej
0 69,9 + 4,5%. Na podstawie analizy HPLC-DAD-MS/MS w podfrakcji tej stwierdzono obecnosc
zwigzkow fenolowych. Niemniej jednak z podfrakcji CaEtOAcg wyizolowano i zidentyfikowano
jedynie glukozyd hydroksytyrozolu. Wartos¢ ICsy dla tego zwigzku wyniosta 1,0 + 0,1 mg/ml.
W zwiazku z tym wywnioskowano, ze za aktywnosc frakcji odpowiedzialne sg jej inne sktadniki.
Z kolei z frakcji CmEtOAc, i CmEtOAcg wyizolowano irydoidy - kwas loganowy i kornuzyd - ktére nie
hamowaty jednak aktywnosci lipazy trzustkowej. Ostatecznie, izolacja zwiazkéw z gatunkow
o odmiennym profilu fitochemicznym potaczona z jednoczesng analiza aktywnosci lipazy
trzustkowej pozwolita na konkluzje, ze zwiazki fenolowe sg silniejszymi inhibitorami tego enzymu
niz irydoidy czy antocyjany [H5]. Ponadto w pracy tej przeprowadzono wstepne oznaczenia
ilosciowe catkowitej zawartosci antocyjanow i zwiazkow fenolowych. Wykazano, ze ekstrakty ze
Swiezych owocow derenia odznaczajg sie nizsza zawartoscig zwigzkow fenolowych niz wyciagi
z suszonych owocow. Z drugiej strony w wyciggach ze swiezych owocow zidentyfikowano
antocyjany, ktore rowniez zaliczane sg do grupy polifenoli, ale nie stwierdzono ich obecnosci
w suszonych owocach podczas analizy metoda HPLC. W oznaczeniu ilosciowym odnotowano w nich
robwniez znacznie nizszg zawartos¢ antocyjanow niz w wyciagach ze $wiezych owocow.
Prawdopodobnie pule zwiazkow fenolowych w suszonych owocach powiekszaja zwiazki
o charakterze garbnikow. Antocyjany sg natomiast zwiazkami wysoce reaktywnymi, ktore
w procesach degradacji traca swoja charakterystyczne barwy. Na ich stabilnos¢ wptywaja czynniki,
takie jak temperatura, Swiatto, pH Srodowiska, czynniki utleniajace, enzymy, cukry czy kwas
askorbinowy. Wywnioskowano, ze nizsza zawarto$¢ antocyjandw w probkach komercyjnie
dostepnych moze by¢ wynikiem kinetycznego rozktadu podczas suszenia lub przechowywania [H5].
Z drugiej strony antocyjany biogenetycznie zwiazane sa z flawonoidami, pochodnymi flawan-3,4-

dioli (leukocyjanidyny) i flawan-3-oli, ktére ulegaja procesom kondensacji. Produktem polimeryzacji
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sa garbniki skondensowane [60]. W zwiazku z tym w suszonych owocach czesciej wystepuja zwiazki
Z grupy garbnikow, a antocyjany nie sg w nich spotykane.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze zaréwno czas zbioru surowca, sposob przechowywania
materiatu roslinnego jak i sposéb przygotowania ekstraktow determinuje ich sktad chemiczny
ze wzgledu na labilnos¢ wielu substancji. Zatem czynniki te nalezy uwzglednic¢ juz na wstepnych
etapach prac majacych na celu pozyskanie pojedynczych substancji chemicznych z materiatu
roslinnego. Nalezy zwroci¢ przy tym uwage, ze przekazy ludowe i tradycyjnie stosowane przetwory
stanowia cenna baze, wskazujacg kierunek poszukiwan zwiazkow o potencjalnym znaczeniu
leczniczym. Zwykle prowadzona izolacja sktadnikow wyciggow wymaga pracochtonnych etapéw
rozdziatu, detekcji i identyfikacji zwiazkdow, a w koncu przesiewowego poszukiwania
ich potencjalnej aktywnosci biologicznej. Wykorzystana w badaniach metoda izolacji umozliwia
natomiast ograniczenie czasu izolacji i srodkow w porownaniu z metodami tradycyjnymi. W obu
opisanych pracach dzieki zastosowanej technice jednoznacznie zidentyfikowano grupy zwigzkéw
chemicznych, ktére moga warunkowac efekt terapeutyczny badanych substancji roslinnych [H3,
H5].

Weryfikacja hipotezy HT3

Tradycyjne zastosowanie substancji roslinnych bogatych w irydoidy, fenylopropanoidy oraz
flawonoidy w stanach zapalnych moze by¢ wynikiem ich aktywnosci antyoksydacyjnej i hamujacej
wydzielanie mediatorow stanu zapalnego przez ludzkie neutrofile czy fibroblasty poddane dziataniu

ekstraktow roslinnych lub izolowanych zwiazkow [H2, H3, H7].

Napary z ziela jasnoty biatej w medycynie ludowej byty stosowane w stanach zapalnych
i wykwitach skory. Z kolei nalewki i inne ekstrakty, wedtug przestanek ludowych, wykazywaty
dziatanie przeciwskurczowe i znajdowalty zastosowanie w leczeniu nasilonych krwawien
miesiaczkowych, krwotokdéw z macicy, uptawow oraz stanow zapalnych drog rodnych. Niekiedy
wtasciwosci przeciwzapalne kwiatow lub ziela jasnoty byty wykorzystywane w przewlektych stanach
zapalnych drog oddechowych [75-77]. Mimo ze jak dotad zidentyfikowano wiele sktadnikow
chemicznych jasnoty biatej, ich rola biologiczna w odniesieniu do efektow terapeutycznych
opisanych w medycynie ludowej nie zostata w petni wyjasniona. Dlatego celem pracy byto zbadanie
udziatu ekstraktow przygotowanych z kwiatow i ziela jasnoty biatej oraz ich sktadnikow w regulacji
odpowiedzi zapalnej ludzkich neutrofili. Neutrofile, nalezace do grupy granulocytow
obojetnochtonnych, petnia zasadnicza role w odpowiedzi uktadu immunologicznego przeciwko
patogenom poprzez tzw. wybuch tlenowy i wydzielanie innych czynnikow przeciwbakteryjnych [78].
Biorac pod uwage, ze molekularne $ciezki sygnatowe sa inicjowane przez rozne ligandy, w
poszukiwaniu potencjalnego mechanizmu dziatania ekstraktow, produkcje reaktywnych form tlenu
indukowano za pomoca f-MLP (N-formylo-L-metionylo-L-leucylo-fenyloalanina) lub PMA
(12-mirystyniano-13-octan forbolu). Pierwszy z nich jest czynnikiem chemotaktycznym leukocytow,

ktory wiaze sie z receptorem powierzchniowym sprzezonym z biatkiem G i na tej drodze aktywuje

21



Postepowanie habilitacyjne - dr n. farm. Monika Czerwinska | Zatacznik nr 2
Autoreferat

sciezki sygnatowe z udziatem fosfolipazy C i kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem [79].
Natomiast PMA jest bezposrednim agonistg kinazy biatkowej C [80]. Z kolei indukcja receptréow
TLR-4 za pomoca LPS stymuluje produkcje cytokin w komorkach [81].

W pierwszej czesci badan poréwnano aktywnos¢ wyciagow przygotowanych z kwiatow lub ziela
jasnoty. Oba ekstrakty w zakresie stezen 25 -100 pg/ml zmniejszaty sekrecje RFT, MPO oraz IL-8.
Komoérki traktowane wyciagiem etanolowym z kwiatow w stezeniu 25 pg/ml wydzielaty 44,8 + 3,3%
i 56,6 + 3,3% RFT po indukcji odpowiednio f-MLP lub PMA, 56,3 + 9,3% MPO oraz 82,1 + 7,2% IL-8
w porownaniu z kontrolg (100%). Z drugiej strony, wyciag etanolowy z ziela w stezeniu 25 pg/ml
w mniejszym stopniu hamowat wydzielanie RFT (65,4 + 2,3% wzgledem kontroli w modelu f-MLP;
54,4 + 2,1% wzgledem kontroli w modelu PMA) oraz MPO (60,1 + 7,8% wzgledem kontroli). Oba
wyciagi, z wyjatkiem wyciggu z kwiatow w najwyzszym stezeniu, tj. 100 pg/ml, nie hamowaty
sekrecji TNF-a [H3].

Wyizolowane z ziela jasnoty biatej zwiazki, poza karioptozydem i astragaling, hamowaty tzw.
wybuch tlenowy w ludzkich neutrofilach stymulowanych f-MLP [H3, H7]. Najwieksza aktywnoscig
przeciwutleniajaca odznaczaty sie pochodne kwercetyny oraz fenylopropanoidy, takie jak
lamalbozyd i lamiuzyd B [H3, H7]. Znaczna inhibicje wydzielania IL-8 zaobserwowano w przypadku
trans-lamiuzydu E (29,5 + 7,1%), astragaliny (49.9 + 8.1%), flinozydu D (53.7 + 4.5%) oraz 3-0-(4"-O-
E-feruloilo)ramnoglukozydu kwercetyny (56.0 + 8.1%) w stezeniu 25 pM w poréwnaniu z kontrolg
(100%). Do grupy zwiazkow wykazujacych mniej znaczacg aktywnos¢ hamujaca sekrecje IL-8
zaliczono werbaskozyd (60.8 + 5.1%), lamiuzyd B (64,7 + 5,2%) oraz 3-O-ramnozylo-(4™-O-E-
feruloilo)ramnoglukozyd kwercetyny (65.9 + 4.9%) [H3, H7]. Sposrod irydoidow lamalbid odznaczat
sie najwieksza aktywnoscig (60.1 + 5.1%) w porownaniu z karioptozydem i estrem metylowym
szanzysydu [H3, H7]. Wiekszos¢ zwiazkow nie hamowata natomiast uwalniania TNF-a [H3]. Jedynie
W najwyzszym stezeniu 25 pM 7-O-(6"-trans-p-kumaroilo)-glukozyd apigeniny, 3-O-(4"-O-E-
feruloilo)ramnoglukozyd kwercetyny, werbaskozyd, lamalbid i flinozyd D w sposob znamienny
statystycznie redukowaty sekrecje TNF-a przez komorki stymulowane LPS [H7]. Biorac pod uwage,
ze stres oksydacyjny towarzyszy reakcji zapalnej i posredniczy w nasileniu produkcji cytokin,
substancje naturalne z ziela jasnoty o wtasciwosciach przeciwutleniajacych moga ograniczac proces
zapalny. Reaktywne formy tlenu sprzyjaja bowiem wydzielaniu m. in. IL-1f i TNF-o w odpowiedzi
na LPS oraz posrednicza w Sciezce sygnatowej IL-8 po indukcji LPS/TLR4. Co wiecej niektore
cytokiny prozapalne, takie jak IL-13 i TNF-o, sa induktorami uwalniania IL-8. Zwiazki
przeciwutleniajace hamuja translokacje czynnika transkrypcyjnego NF-«B (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells), a tym samym produkcje IL-8 w komoérkach uktadu
immunologicznego. Takie wtasciwosci przypisuje sie flawonoidom, fenylopropanoidom oraz
irydoidom. Bardziej znaczacy wptyw fenylopropanoidow na funkcje zapalne neutrofili, w
porownaniu z irydoidami, moze by¢ wynikiem ich wiekszej aktywnosci przeciwutleniajacej. Z
drugiej strony irydoidy w ekstraktach z ziela jasnoty biatej wystepuja w formie glikozydow [H3,
H7]. Natomiast ich aktywno$¢ czesto wzrasta po hydrolizie, jak to obserwowano w przypadku

oleuropeiny i jej aglikonu - oleaceiny - oznaczonych w ekstraktach z lisci ligustra w pracach H1, H2
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i H4. Dlatego irydoidy prawdopodobnie w mniejszym stopniu hamuja uwalnianie cytokin, co jednak
nie wyklucza ich znaczenia po zastosowaniu miejscowym, jak opisano w pracy H2. Zaréwno irydoidy
jak i fenylopropanoidy nie wptywaty na sekrecje TNF-a. Lamiuzyd C nawet nasilat sekrecje tej
cytokiny. Niemniej jednak TNF-a moze niekiedy redukowac stabilnos¢ mRNA IL-8 i nasila¢ produkcje
cytokiny przeciwzapalnej IL-10 w monocytach. Dlatego wzrost stezenia TNF-a pod wptywem
lamiuzydu C moze odgrywac pozytywna role w niektorych interakcjach miedzykomorkowych w
miejscu zapalenia [H3]. Lamiuzyd B, trans-lamiuzyd E i flinozyd D byty najbardziej aktywnymi
fenylopropanoidami wyizolowanymi z ziela jasnoty biatej. Zaréwno flinozyd D jak i lamiuzyd B
charakteryzuja sie obecnoscig podstawnika feruloilowego zamiast kawoilowego. Z kolei trans-
lamiuzyd E odznacza sie obecnoscia, poza podstawnikiem feruloilowym, dodatkowej grupy
metoksylowej. Wywnioskowano, ze taka struktura moze nasila¢ aktywnos¢ hamujaca uwalnianie
cytokin niezaleznie od aktywnosci przeciwutleniajacej. W pordwnaniu z fenylopropanoidami
posiadajacymi dwa pierscienie dihydroksyfenylowe (lamalabozyd, lamiuzyd C), forma
trans-lamiuzydu E w mniejszym stopniu hamuje produkcje RFT (25 uM, 41,0 + 3,4% w porownaniu z
kontrola). Natomiast lamiuzyd B (25 pM, 23,3 + 3,6%) i flinozyd D (25 pM, 21,0 + 3,4%), ze wzgledu
na obecnos¢ jednego pierscienia dihydroksyfenylowego, zachowuja bardziej znaczaca aktywnosc
przeciwutleniajaca w porownaniu z trans-lamiuzydem E. Struktury wyizolowanych zwiazkow

przedstawiono na rycinach 6. i 7.
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Rycina 6. Struktury fenylopropanoidéw wyizolowanych z ziela jasnoty biatej.
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Rycina 7. Struktury irydoidéw i flawonoidow wyizolowanych z ziela jasnoty biatej.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze struktura flawonoli, w wiekszym stopniu niz grupy
dihydroksyfenylowe fenylopropanoidow, koreluje z aktywnoscig przeciwutleniajaca i dlatego
pochodne kwercetyny najsilniej hamuja wybuch tlenowy. Z drugiej strony obie wyizolowane
pochodne kwercetyny posiadaja rowniez podstawniki feruloilowe i hamuja sekrecje IL-8
poréwnywalnie z fenylopropanoidami [H7]. Przeglad aktywnosci zwiazkow wyizolowanych z ziela
jasnoty biatej pozwolit wywnioskowac, ze fenylopropanoidy, irydoidy i flawonoidy sa biologicznie
aktywnymi zwiazkami w tym surowcu. W opisanych strukturach podstawniki kawoilowe, feruloilowe

i rdzen flawonolu prawdopodobnie determinuja potencjalny wptyw na Sciezki przekazywania sygnatu
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w odpowiedzi zapalnej. Duze znaczenie odgrywa inhibicja produkcji RFT przez wyizolowane zwiazki,
ktora posrednio hamuje produkcje cytokin, a tym samym ogranicza nieinfekcyjny, przewlekty stan
zapalny. Przeprowadzone badania stanowiag zatem czesciowe uzasadnienie tradycyjnego
zastosowania ekstraktow z ziela jasnoty biatej w chorobach o podtozu zapalnym.

Z przeprowadzonych analiz jakosciowych i ilosSciowych wyciagow z lisci oliwki i ligustra wynika,
Ze rowniez sa one bogatym zrédtem zwigzkow fenolowych o wtasciwosciach przeciwutleniajacych.
Szczegolnie przetwory z lisci oliwki uwazane sa za $rodki o dziataniu przeciwzapalnym i ich
wtasciwosci biologiczne byty wielokrotnie opisywane. W rejonie Morza Srdédziemnego odwary z lisci
oliwki stosowano tradycyjnie w leczeniu miejscowym guzkdéw, stanow zapalnych skory, ranach
i oparzeniach [82]. Dlatego w pracy H2 wyciagi z lisci oliwki zostaty wykorzystane jako substancja
referencyjna, a celem badania byto okreslenie i porownanie aktywnosci przeciwutleniajacej,
cytoprotekcyjnej i antyapoptotycznej wyciagow z lisci ligustra i oliwki na ludzkich fibroblastach
(NHDF). Czesto stosowanym induktorem w modelu fibroblastow bywa nadtlenek wodoru. Niemniej
jednak sktadniki badanych w pracy H2 ekstraktow wykazuja zdolnos¢ wymiatania nadtlenku wodoru.
W zwiazku z tym w zastosowanym modelu wykorzystano promieniowanie UVA (25 J/cm?) w celu
indukcji produkcji RFT przez komérki. Jedynie wyciag wodny z lisci ligustra w stezeniu 5 pg/ml
w sposob znamienny statystycznie hamowat produkcje RFT w tym modelu. Prawdopodobnie wynika
to z niestabilnosci sktadnikow wyciggow, gtownie sekoirydoidow, ktore ulegaja degradacji pod
wptywem promieniowania UVA. Reaktywne formy tlenu, poza stymulacja S$ciezek sygnatowych
uwalniania markerow stanu zapalnego, indukuja takze procesy apoptozy w warunkach
fizjologicznych i patofizjologicznych. Podczas gojenia ran duze znaczenie odgrywa zywotnosc¢
i proliferacja komdrkowa. Wykazano, ze wyciagi wodne z lisci ligustra zapobiegajg obnizaniu
zywotnosci oraz opdzniajg proces apoptozy fibroblastow poddawanych dziataniu UVA. Natomiast
efektu fotoprotekcyjnego nie zaobserwowano w przypadku ekstraktow etanolowych. Mechanizm
tego dziatania mozna tlumaczy¢ obecnosciag zwiazkow lipofilnych niezarejestrowanych
na chromatogramach HPLC, m.in. kwasow ttuszczowych czy steroli, lub zwiazkoéw fototoksycznych
w wyciagach etanolowych. Niektore sktadniki fototoksyczne pod wptywem promieniowania UV moga
bowiem generowac¢ RFT, ktore uruchamiaja procesy peroksydacji kwasow ttuszczowych. W ten
sposob mozna wyttumaczy¢ nieznaczny efekt przeciwutleniajacy badanych wyciggow. Ostatecznie,
nie wykazano znaczacych roznic w aktywnosci ekstraktow z lisci oliwki i ligustra. Zwtaszcza wyciagi
wodne z obu spokrewnionych substancji roslinnych wykazuja dziatanie fotoprotekcyjne,
co czesciowo potwierdza ich ludowe zastosowanie w leczeniu chorob skory [H2]. Biorac pod uwage,
ze wyciagi te zawieraja charakterystyczne formy aglikonowe sekoirydoidow - oleaceine i oleokantal

- nie mozna wykluczy¢ roli tych zwigzkow w miejscowej terapii standw zapalnych.

Weryfikacja hipotezy HT4

Zastosowanie substancji roslinnych z rodzaju Ligustrum i Cornus w leczeniu choréb metabolicznych

w tradycyjnej medycynie chinskiej pozwala przypuszczac, ze ekstrakty roslinne bogate w irydoidy,
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fenylopropanoidy oraz flawonoidy hamuja rozwdj bélu neuropatycznego towarzyszacego cukrzycy

[H4] lub petnia role inhibitoréw trzustkowych enzyméw trawiennych [H5].

Gatunki nalezace do rodzaju Ligustrum rozpowszechnione w Europie i Azji od dawna sa
stosowane w TCM. Wchodza w sktad ztozonych mieszanek (m. in. Ku-Ding-Cha), ktore tradycyjnie
byty stosowane w leczeniu standéw zapalnych jamy ustnej i gradta, boélach gtowy, nadcisnieniu
oraz cukrzycy. Odwary przygotowane z takich mieszanek, zawierajacych owoce Ligustrum lucidum,
skutecznie tagodzity boéle neuropatyczne u pacjentow poddawanych chemioterapii czy cierpiacych
z powodu przepukliny dysku ledzwiowego [83, 84]. Ponadto niektore gatunki z rodziny Oleaceae
wykazuja dziatanie przeciwcukrzycowe opodzniajac procesy apoptozy indukowanej wysokim
poziomem glukozy i hamujac rozwoj bolu neuropatycznego. Na tej podstawie celem badania H4
stata sie ocena znaczenia wyciaggu wodnego z lisci ligustra pospolitego jako srodka tagodzacego
objawy hiperalgezji (nasilona zdolno$¢ odczuwania bdlu) i allodynii (utrata czucia bélu) na modelu
szczurdw, u ktorych cukrzyce indukowano streptozotocyna. W badaniu zastosowano testy Randall-
Selitto i von Frey’a. Podawany szczurom w dawkach 50, 100 i 200 mg/kg m.c./dzien wyciag wodny
z lisci ligustra zawierajacy 23,5 mg/g oleaceiny tagodzit objawy hiperalgezji juz po szesciu dniach
stosowania. Dziatanie to utrzymywato sie przez caty okres eksperymentu. Przy zastosowaniu dawki
50 mg/kg nastapita redukcja mechanicznej hiperalgezji (60,8%). Dodatkowo ekstrakt w dawkach 100
i 200 mg/kg, oprocz znacznego dziatania zmniejszajacego hiperalgezje, wykazywat dziatanie
antynocyceptywne juz po dwoch dniach stosowania. Ekstrakt wodny z lisci ligustra powodowat
zalezne od dawki i dtugotrwate odwrdcenie objawow allodynii u szczurow po podaniu przewlektym.
Jedynie zwierzeta, ktérym podawano wyciag w dawce 200 mg/kg doswiadczaty przemijajacej
analgezji w dziesigtym dniu eksperymentu. Badany wyciag odznaczat sie wieksza skutecznoscig
w tagodzeniu bdlu neuropatycznego niz tramadol w dawce 8 mg/kg m.c. - zastosowany jako
substancja kontrolna. Zaobserowowano, ze wyciag wodny z lisci ligustra w dawkach 100 i 200 mg/kg
powodowat réowniez utrate masy ciata szczurow o odpowiednio 37% i 29% po 21 dniach aplikacji
dootrzewnowej. Wywnioskowano, ze oleaceina jako dominujacy sktadnik wyciagu moze wptywac na
pobudliwos¢ neuronalng poprzez hamowanie nadekspresji kanatéw wapniowych. Natomiast
skutecznos¢ ekstraktu w neuropatii cukrzycowej nie jest zwiazana z efektem hipoglikemicznym jego
sktadnikow aktywnych [H4].

W Europie i potudniowozachodniej Azji owoce derenia jadalnego byty wykorzystywane
w leczeniu schorzen zotadkowo-jelitowych czy biegunce. Obecnie petnig gtownie role spozywcza,
gdyz sa stosowane w postaci nalewek, sokow i dzemow. Niemniej jednak owoce z rodzaju Cornus
wchodza w sktad mieszanek ziotowych TCM stosowanych w celu poprawy funkcji nerek czy watroby
[3]. Mimo naukowych doniesien o ich potencjalnym znaczeniu fitoterapeutycznym, mechanizm
dziatania przeciwcukrzycowego czy regulujacego poziom lipidow nie zostat wyjasniony. Jednym
z nich jest inhibicja enzyméw trawiennych, ktore sa odpowiedzialne za degradacje ttuszczu
i skrobii. Inhibitory tych enzyméw, takie jak orlistat i akarboza, sa stosowane w lecznictwie. Jednak

terapia za pomoca akarbozy czy orlistatu jest przyczyna wielu dziatan niepozadanych, gtownie
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ze strony przewodu pokarmowego. Poza tym leczenie hiperlipidemii i innych schorzen
metabolicznych wciaz wydaje sie by¢ wyzwaniem. Dlatego poszukiwanie naturalnych inhibitoréw
enzymow trawiennych o niskim wskazniku skutkow ubocznych jest uzasadnione. W zwiazku z tym
celem pracy H5 byto okreslenie zdolnosci hamowania aktywnosci enzymoéw trawiennych, takich jak
lipaza trzustkowa czy a-amylaza, przez ekstrakty przygotowane z owocow rodzimych gatunkow
derenia jadalnego i biatego. Ekstrakty wodne, wodno-etanolowe (60%, v/v) i metanolowe
przygotowano ze $wiezych owocow derenia jadalnego i biatego, jak rowniez z suszonych owocow
derenia jadalnego zakupionych w sklepach zielarskich (Dary Natury, Eko Herba). Zarowno wyciagi
z owocow derenia jadalnego jak i biatego silniej hamowaty aktywnos¢ lipazy trzustkowej niz
a-amylazy. Wyciagi, dla ktorych wartos¢ ICs, wyniosta ponad 200 pg/ml zostaty uznane

za nieaktywne. Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Inhibicja aktywnosci lipazy trzustkowej i a-amylazy. Wartosci ICso wyciagow z owocow
derenia jadalnego (Cm) i biatego (Ca) [H5].

Lipaza trzustkowa ICso + SD [pg/ml]

Owoce suszone Cm CmDN CmEH Ca
Ekstrakt wodny 34,2 + 4,2 112,0 + 18,0 61,4+ 4,3 22,6 + 3,0
Ekstrakt etanolowy 15,2+ 3,9 57,7 + 8,6 59,0 + 9,6 25,3+2,0
Ekstrakt metanolowy 48,3 +12,0 n.d. n.d. 13,4+ 3,6
Orlistat 2,6 +0,5nM (1,3 + 0,3 ng/ml)
a-Amylaza ICso + SD [ug/ml]
Owoce suszone Cm CmDN CmEH Ca
Ekstrakt wodny 134,0 + 6,4 n.a. n.a. 136,0 + 13,1
Ekstrakt etanolowy 92,5 + 16,6 n.a. n.a. 110,0 £ 5,6
Ekstrakt metanolowy 79,0 £ 0,1 n.d. n.d. 112,0 £ 2,3
Akarboza 3,7+0,6 pM (2,4 + 0,4 pg/ml)

Cm - liofilizowane Cornus mas, CmDN - Cornus mas Dary Natury, CmEH - Cornus mas Eko Herba, Ca - liofilizowane
Cornus alba; n.a. - nieaktywne (ICso > 200 pg/ml), n.d. - nie okreslono

Na tej podstawie wywnioskowano, ze ekstrakty ze s$wiezych owocow derenia jadalnego
odznaczaja sie wieksza aktywnoscia w porownaniu z ekstraktami przygotowanymi z suszonych
owocow zakupionych w sklepach zielarskich. Sposrod przetworéw zwykle stosowanych przez
pacjentow wyciagi etanolowe z owocow derenia jadalnego odznaczaty sie wiekszg aktywnoscig
hamujaca lipaze trzustkowa i a-amylaze. Wykazano takze pewng zalezno$¢ miedzy catkowita
zawartoscia zwiazkow fenolowych a potencjatem hamujacym aktywnos¢ enzymow trawiennych,
co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi. Niektore owoce bogate w antocyjany uznawane sg
za substancje naturalne regulujgce metabolizm ttuszczow. Niemniej jednak w przeprowadzonym
badaniu okazato sie, ze wyizolowane zwiazki nie wykazuja tak znacznego dziatania jak frakcje,
z ktorych zostaty pozyskane. Dlatego efekt hamujacy enzymy trzustkowe moze by¢ wynikiem
synergistycznego dziatania poszczegoélnych sktadnikow. Z drugiej strony ztozony sktad preparatow
moze uniemozliwia¢ nadmierng inhibicje aktywnosci enzymoéw, ktora nie jest pozadana ze wzgledu
na dziatania niepozadane, takie jak wzdecia czy biegunki, jak w przypadku akarbozy i orlistatu.

W zwiazku z tym owoce derenia jadalnego stosowane tradycyjnie jako sktadnik diety moga byc
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srodkiem o prawdopodobnym znaczeniu w leczeniu hiperlipidemii poprzez inhibicje enzymoéow
trawiennych. W wyniku przeprowadzonych prac stwierdzono, ze zwiazki fenolowe w wiekszym
stopniu niz irydoidy czy antocyjany odpowiadaja za to dziatanie [H5].

Spokrewnione gatunki roslin azjatyckich i europejskich ze wzgledu na powiazania
chemotaksonomiczne moga wykazywac zblizony efekt terapeutyczny. Bywa, ze gatunki azjatyckie sa
czesciej stosowane w medycynie tradycyjnej. Do takich mozna zaliczy¢ Ligustrum lucidum
czy Cornus officinalis. Natomiast niektore gatunki wystepujace w Europie nie ciesza sie taka
popularnosciag w medycynie ludowej (Ligustrum vulgare) lub sa stosowane w celach spozywczych
(Cornus mas). Dlatego na przyktadzie pokrewnych gatunkéow z rodzaju Cornus poréwnano
udokumentowane wtasciwosci terapeutyczne derenia jadalnego i derenia lekarskiego na podstawie
ich sktadu chemicznego [H6]. Gtownym celem pracy przegladowej byto podsumowanie
dotychczasowej wiedzy dotyczacej badan aktywnosci owocow derenia stosowanych w Europie i Azji,
a takze wyroznienie podobienstw i roznic fitochemicznych owocéw obu gatunkow w odniesieniu
do udowodnionej aktywnosci biologicznej. Wystepowanie metabolitow wtornych jest uzaleznione
od wielu czynnikow srodowiskowych takich jak potozenie geograficzne, klimat czy warunki uprawy.
Wielokrotnie prowadzono badania jakosci owocow derenia jadalnego ze wzgledu na praktyke
przygotowywania z nich nalewek, likierow, sokow i dzemoéw. Natomiast problem standaryzacji
substancji roslinnych stosowanych w TCM jest prawdopodobnie przyczyna braku takich
szczegotowych oznaczen sktadnikow w owocach derenia azjatyckiego. Oba gatunki charakteryzuja
sie obecnoscia irydoidow, antocyjanow i flawonoidow. W obu stwierdzono réwniez wystepowanie
irydoidow  (loganina, kwas  loganowy, kornuzyd) jako  podstawowych markerow
chemotaksonomicznych. Jednak unikalnym irydoidem zidentyfikowanym jedynie w owocach derenia
azjatyckiego jest moronizyd i jego izomery. Antocyjany, takie jak 3-O-galaktozydy pelargonidyny,
cyjanidyny i delfinidyny, wystepuja w obu gatunkach. Mimo bliskiego pokrewienstwa
filogenetycznego derenia jadalnego i lekarskiego, garbniki wystepuja gtownie w owocach derenia
lekarskiego. Sktadniki przetworow z owocow obu gatunkow odpowiadajg za ich wtasciwosci
przeciwcukrzycowe, nefroprotekcyjne, hepatoprotekcyjne i neuroprotekcyjne. U podstaw opisanych
dziatan lezy efekt przeciwutleniajacy oraz tagodzenie objawow stanu zapalnego poprzez Sciezki
sygnatowe zwiazane z NF-xB lub MAPK (kinazy aktywowane mitogenami). Pozytywny efekt
w leczeniu hiperlipidemii oraz dziatanie antykoagulacyjne przypisano jedynie sktadnikom owocow
derenia jadalnego. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze z powodu potozenia geograficznego, roznic
kulturowych i innych upodoban dietetycznych, tego typu badan owocow derenia lekarskiego nie
prowadzono w Azji. Wykazane w pracy przegladowej podobienstwa i roznice wskazujg potrzebe
wymiany doswiadczen terapeutycznych miedzy tradycyjna medycyng europejska i chinska. Brak jest
bowiem dedykowanych badan porownawczych standaryzowanych substancji  roslinnych
o udowodnionym w warunkach in vitro i in vivo dziataniu biologicznym/farmakologicznym. Dopiero

taki kompleksowy opis pozwala na ustalenie podobienstwa etnofarmakologicznego [H6].
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Najwazniejsze osiggniecia prowadzonych prac:

> opracowanie metod oceny iloSciowej sktadnikow przetworéw uzyskanych z lisci ligustra
pospolitego oraz optymalizacja czasu zbioru surowca w celu ukierunkowanej izolacji
oleaceiny o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym w prewencji chorob o podtozu
zapalnym, takich jak miazdzyca;

> wykazanie na modelu in vivo dziatania tagodzacego bol neuropatyczny, spowodowany
procesami zwiazanymi z cukrzyca, przez ekstrakt wodny z lisci ligustra pospolitego
0 znacznej zawartosci oleaceiny;

> wyizolowanie i ocena aktywnosci biologicznej irydoidow, fenylopropanoidow i flawonoidéw
z ziela jasnoty biatej ze wskazaniem w badanej substancji roslinnej fenylopropanoidow jako
klasy zwiazkow o najwiekszym potencjale hamujacym sekrecje cytokin;

> wykazanie zdolnosci hamowania aktywnosci lipazy trzustkowej i o-amylazy przez wyciagi
z owocOw derenia jadalnego i derenia biatego oraz wykazanie wiekszej aktywnosci
flawonoidow w porownaniu z irydoidami czy antocyjanami obecnymi w badanych

substancjach roslinnych.
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5. Oméwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

a) dziatalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Swoja dziatalnos¢ naukowa rozpoczetam w studenckich kotach naukowych przy Zaktadzie
Bromatologii oraz Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii Akademii Medycznej
w Warszawie, co wiazato sie z moimi zainteresowaniami z pogranicza dietetyki i fitoterapii.
W ramach tej dziatalnosci uczestniczytam w warsztatach archeologii doswiadczalnej, w czasie
ktorych realizowany byt temat zywienia dawnej populacji stowianskiej.

Badania w ramach pracy magisterskiej prowadzitam w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych
Podstaw Fitoterapii. Zajmowatam sie analiza sktadu chemicznego oraz okresleniem wptywu
ekstraktow z owocow ligustra pospolitego na aktywnos¢ konwertazy angiotensynowej (ACE)
i obojetnej endopeptydazy (NEP). Czesc¢ tych badan zostata opisana w publikacji O1. Okazato sie,
ze sposrod badanych czesci ligustra, ekstrakty wodne z lisci najsilniej hamowaty aktywnos¢
enzymow. W zwiazku z tym poszukiwanie kierunku dziatania wyciagu wodnego z lisci ligustra byto
przedmiotem dalszych badan na modelu przeciwzapalnym ludzkich neutrofili. Wykazano, ze wyciag
z lisci w najwyzszym badanym stezeniu znaczaco hamuje uwalnianie markeréow stanu zapalnego.
Wptyw wyciagu wodnego na sekrecje RFT, MPO, elastazy, IL-8 oraz MMP-9 przez granulocyty
obojetnochtonne indukowane f-MLP i cytochalazyng B, PMA lub LPS opisano w pracy O5 oraz
prezentowano na konferencjach naukowych w formie plakatéw KP8 i KP13, a takze podczas

wystapienia ustnego KW1.
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Podczas prac naukowo-badawczych przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora bratam udziat
w badaniach prowadzonych w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii WUM,
m. in. w okresleniu aktywnosci antyoksydacyjnej penta-0-galoilo--D-glukozy. Wyniki badan zostaty
zamieszczone w artykule 02 oraz zaprezentowane na konferencji naukowej KP3. Penta-0O-galoilo-5-
D-glukoza jest zwiazkiem polifenolowym wystepujacym w nasionach wiesiotka dziwnego (Oenothera
paradoxa Hudziok). W pracy przegladowej R1 opisano jej potencjalne wtasciwosci przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe i przeciwcukrzycowe. Ponadto bratam udziat w badaniach prowadzonych
przez dr. hab. Sebastiana Granice. W pracy tej okreslitam aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktow
metanolowych z czesci nadziemnych wiesiotka dwuletniego (Oenothera biennis L.) i wiesiotka
dziwnego (Oenothera paradoxa Hudziok). Efekty tych badan opisano w artykule 04 i prezentowano
w formie plakatu na konferencji miedzynarodowej KP10. Ponadto dalsza wspotpraca
z dr. hab. Sebastianem Granica dotyczyta badania wptywu flawonoidow wyizolowanych z ziela
rdestu ptasiego (Polygonum aviculare L.) na produkcje RFT przez ludzkie neutrofile. Wyniki tych
doswiadczen opublikowano w pracy O7 oraz zaprezentowano na konferencji miedzynarodowej
w formie plakatu KP15.

Przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej byto przede wszystkim badanie oraz analiza
porownawcza wtasciwosci zwiazkow wyizolowanych z lisci ligustra pospolitego - oleuropeiny
i oleaceiny. Oba zwiazki pierwotnie zostaty zidentyfikowane w liSciach i owocach oliwki. Dotychczas
wiele uwagi poswiecono badaniu aktywnosci oleuropeiny. Dopiero z czasem wskazano, ze w oliwie,
ktora jest najczesciej stosowana, wystepuje przede wszystkim oleaceina oraz hydroksytyrozol,
natomiast oleuropeina wystepuje w nieprzetworzonych substancjach roslinnych. Dlatego celem
moich badan byta ocena potencjalnej roli oleaceiny jako sktadnika oliwy w tagodzeniu procesow
zapalnych lezacych u podstaw chordb uktadu sercowo-naczyniowego, m. in. miazdzycy. Tym
bardziej, ze ilos¢ badan dotyczacych oleaceiny wciaz jest ograniczona ze wzgledu na brak
ogolnodostepnej substancji wzorcowej. Pierwszym etapem prac zwigzanych z rozprawg doktorska
byto przygotowanie przegladu pismiennictwa dotyczacego aktywnosci biologicznej oleuropeiny
i oleaceiny. Opracowany materiat zostat opublikowany w formie pracy przegladowej R2 w polskim
czasopismie.

Prowadzac prace doswiadczalne zwigzane z rozprawa doktorska w pierwszej kolejnosci skupitam
sie na ocenie aktywnosci przeciwutleniajacej oleuropeiny i oleaceiny w uktadach bezkomorkowych
i komadrkowych. Wyniki badan bezkomorkowych pokazaty, ze oleaceina silnie wymiata HCLO, podczas
gdy oleeuropeina jest nieaktywna. Zarowno oleuropeina jak i oleaceina stosunkowo stabo wymiataty
-0, i H,0,, natomiast dos¢ silnie - reaktywne formy azotu (-NO, ONOO-). Wstepne badania
okreslajace wptyw oleaceiny i oleuropeiny na produkcje reaktywnych form tlenu i uwalnianie MPO
przez neutrofile wykazaty, ze oleaceina jest silniejszym inhibitorem produkcji RFT i uwalniania MPO
niz oleuropeina. Ocenitam takze wptyw na uwalnianie tlenku azotu na modelu ludzkich monocytow.
W badaniach tych wskazatam, ze oleaceina jako przeciwutleniacz i inhibitor sekrecji MPO moze
odgrywac role protekcyjna w przebiegu choréb uktadu sercowo-naczyniowego, gtéwnie miazdzycy.

Wyniki tych badan staty sie przedmiotem publikacji O3 oraz byty wielokrotnie prezentowane jako
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doniesienia zjazdowe KP1, KP2, KP4, KP5, KP6 i KP7. Ponadto bratam udziat w pracach
prowadzonych przez dr. Andrzeja Parzonko, zwigzanych z porownaniem wptywu oleaceiny
i oleuropeiny na funkcje progenitorowych komorek endotelialnych, ktorych wyniki zostaty
opublikowane w pracy 06 oraz zaprezentowane w formie wyktadu KW3.

Efektem wspotpracy z prof. Hans’em-Wilhelm’em Rauwald’em z Uniwersytetu w Lipsku byta
praca 08, w ktorej opisano wptyw oleaceiny i oleuropeiny na aktywno$¢ laktoperoksydazy,
odgrywajacej role w infekcjach bakteryjnych i stanach zapalnych.

Celem dalszych badan realizowanych w ramach grantu przyznanego w konkursie PRELUDIUM
przez Narodowe Centrum Nauki [P1] byto poréwnanie wptywu oleuropeiny i oleaceiny na funkcje
neutrofili w warunkach in vitro. Ocenitam wptyw zwiazkéw na etapy procesu zapalnego, takie jak
uwalnianie elastazy i MMP-9, IL-8 oraz wptyw na ekspresje biatek adhezyjnych (CD 18 i CD 62L),
ktore sprzyjaja przyleganiu neutrofili do komérek srodbtonka naczyniowego. Oznaczytam stopien
hamowania aktywnosci NEP na powierzchni stymulowanych neutrofili i potwierdzitam,
ze oleuropeina nie jest aktywna. W swoich badaniach prébowatam odpowiedzie¢ na pytanie,
czy powyzsze zwiazki, a zwtaszcza oleaceina, potegujg dziatanie peptydow natriuretycznych BNP
i ANP. Przeprowadzitam ocene jednoczesnego wptywu peptydow natriuretycznych i oleaceiny
na sekrecje wybranych markerdw stanu zapalnego (elastaza, MMP-9, IL-8). Uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w pracy 09 oraz byty przedmiotem prezentacji podczas konferencji krajowych
i zagranicznych KP5, KP7, KP11, KP12, KP14 i KP16. Ostatecznie wywnioskowatam, ze oleaceina,
jako jeden z gtéwnych sktadnikdw oliwy, wykazuje znaczna aktywnos¢ antyoksydacyjna,
a w mniejszym stopniu hamuje uwalnianie markerow stanu zapalnego. Podsumowanie prac
zwiazanych z rozprawa doktorska zaprezentowatam w formie wyktadu KW2, KW4 i KW5 podczas
konferencji krajowych i minisympozjum zagranicznego.

Wyniki tych badan staty sie podstawa poszukiwan modelu, ktory pozwolitby na ocene
skutecznosci oleaceiny w tagodzeniu lub zapobieganiu chorob uktadu sercowo-naczyniowego
o podtozu zapalnym. W zwiazku z tym we wspotpracy z dr Agnieszka Filipek rozpoczetam badania
wstepne na modelu ex vivo ludzkiej ptytki miazdzycowej pobranej od pacjentow po zabiegu
endarterektomii. Wykazatam, Ze oleaceina w zakresie stezen 5 - 20 yM hamuje indukowana LPS
produkcje MPO i MMP-9 przez komorki wchodzace w sktad ptytki miazdzycowej. Uzyskane wyniki
zostaty zaprezentowane w formie plakatow na konferencjach miedzynarodowych KP6 i KP9.

W ramach wspotpracy z dr Marta Wtodarczyk i dr Matgorzata Wrzosek z Zaktadu Biochemii
i Farmakogenomiki WUM zajmowatam sie ocena wptywu kwasu chlorogenowego jako dominujacego
sktadnika soku jabtkowego na sekrecje MMP-9 przez ludzkie neutrofile. Praca ta byta prezentowana

w formie posterowej na konferencji miedzynarodowej KP17.

b) dziatalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Ze wzgledu na szeroki zakres badan biologicznych dotyczacych wtasciwosci oleaceiny zaistniata
potrzeba opracowania metody izolacji tego zwiazku zapewniajacej wysoka wydajnos¢ tego procesu.

Dlatego po uzyskaniu stopnia doktora zajetam sie oznaczeniem ilosciowym sekoirydoidow
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i fenylopropanoidow w ekstraktach wodnych z lisci ligustra pospolitego. Wyniki tych prac zostaty
zaprezentowane w formie plakatow na konferencjach krajowych i miedzynarodowych KP18, KP19
i KP22. Ponadto rozpatrywatam podobienstwa i roznice sktadu chemicznego oraz aktywnosci
biologicznej wyciagdw z kwiatow, lisci, owocow i nasion ligustra. Rezultaty tych analiz byty
przedmiotem prezentacji plakatowej KP24. Wyniki badan nad aktywnoscia oleaceiny, ktore byty
podstawa rozprawy doktorskiej zainicjowaty cykl prac w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych
Podstaw Fitoterapii WUM pod kierownictwem prof. Marka Naruszewicza. Ich celem byto
poszukiwanie mechanizmu dziatania tego zwiazku odpowiedzialnego za potencjalne dziatanie
przeciwmiazdzycowe. Wraz z dr Agnieszka Filipek przeprowadzitam badania na modelach ludzkich
monocytow/makrofagow oraz ptytki miazdzycowej ex vivo. Ich wynikiem byto stwierdzenie, ze
oleaceina powoduje wzrost ekspresji receptora CD163 na powierzchni monocytoéw/makrofagow,
sekrecji przeciwzapalnej cytokiny IL-10 oraz spadek sekrecji biatka HMGB-1 (high-mobility group
box-1) przez komorki ptytki miazdzycowej. Wyniki tych badan zaowocowaty publikacjami 010 i
011, ktore zostaty poprzedzone zgtoszeniami patentowymi w Polsce, Unii Europejskiej i Stanach
Zjednoczonych. Ponadto zostaty zaprezentowane w formie plakatow KP20 i KP21 na konferencji
miedzynarodowej. Podsumowanie dotychczasowych osiggnie¢ z zakresu prac naukowo-badawczych
nad pozyskaniem i aktywnoscig oleaceiny prezentowatam w formie wyktadow KW7 i KW8. W pracy
przegladowej R4 dokonatam przegladu literatury na temat badan dotyczacych oleaceiny.

Uczestniczytam rowniez w pracach zwigzanych z przygotowaniem przegladu literatury
dotyczacej sktadu i udokumentowanego dziatania substancji roslinnych nalezacych do rodzaju
wierzbowka/wierzbownica (Epilobium). W przygotowanej przez dr. hab. Sebastiana Granice
publikacji R3 opracowatam zagadnienia dotyczace udokumentowanego dziatania
przeciwutleniajacego i przeciwzapalnego substancji roslinnych opisywanego rodzaju.

Jako wykonawca projektu realizowanego przez prof. Anne Kiss w ramach grantu w konkursie
Opus przyznanego przez NCN [P4], uczestniczytam w pracach zwiazanych z analiza sktadu
chemicznego i badaniem aktywnosci zwiazkow wyizolowanych z kwiatow lilaka pospolitego (Syringa
vulgaris L.). Otrzymane rezultaty opisano w pracy 012 oraz prezentowano w formie plakatu KP25.

W ramach wspétpracy z prof. Matthiasem Melzig’em przeprowadzitam badania wstepne
dotyczace zdolnosci hamowania uwalniania cytokin przez wybrane gatunki z rodziny Asteraceae,
takie jak Achillea ptarmica, Anacyclus pyrtehrum czy Acmella ciliata, na modelu komoérek linii
THP-1. Badania te byty nastepnie kontynuowane i zaprezentowane podczas konferencji
miedzynarodowej KP26.

Jako  wykonawca  projektu  finansowanego przez  NCN [P5]  wspotpracowatam
z dr. hab. Sebastianem Granica. Podczas realizacji projektu zajmowatam sie badaniem aktywnosci
procyjanidyn wyizolowanych z kwiatdw lipy drobnolistnej (Tilia cordata Mill.). Okreslitam
ich potencjat hamujacy sekrecje cytokin prozapalnych (IL-8, TNF-a) przez ludzkie neutrofile
stymulowane LPS. Praca ta zaowocowata publikacja O13 oraz prezentacja posterowa KP28. Ponadto
wykonatam badania aktywnosci flawonoidéw wyizolowanych z czesci naziemnych Corispermum

marschallii, ktére zostaty opisane w artykule 014.
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Badania dotyczace izolacji i badania aktywnosci zwiazkow ziela jasnoty biatej (Lamium album
L.) podjetam w zwiazku z otrzymanym grantem w ramach programu badan naukowych i prac
stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow WUM [P2]. Wstepne wyniki zaprezentowatam jako
doniesienia zjazdowe w formie ustnej KW6 i plakatowej KP27. Obecnie we wspotpracy
z dr hab. Agnieszka Bazylko prowadzone sa badania dotyczace oznaczen ilosciowych dominujacych
sktadnikow ekstraktu etanolowego z ziela jasnoty biatej.

W ostatnim czasie w swojej pracy skupitam sie na poszukiwaniu inhibitorow enzymow
trawiennych, o-amylazy i lipazy trzustkowej w wybranych substancjach roslinnych. Prace te sg
zwiazane z realizacja otrzymanego grantu w ramach konkursu Sonata finansowanego przez NCN
[P3]. Wstepne wyniki, zaprezentowane w formie plakatow KP29 i KP30, pozwolity na wybranie
do dalszych badan substancji roslinnych pozyskanych z kilku gatunkéw (Chaenomeles japonica,
Hippophaé rhamnoides, Hibiscus sabdariffa). Oprocz prowadzonej izolacji zwiazkow z owocow
derenia biatego (Cornus alba L.), rozpoczetam prace dotyczace badania aktywnosci przeciwzapalnej

wyselekcjonowanych substancji roslinnych na modelu linii komorkowej Caco2.

6. Pozostate opublikowane prace oryginalne

01. Kiss A.K., Mank M., Melzig M. Dual inhibition of metallopeptidases ACE and NEP by
extracts, and iridoids from Ligustrum vulgare L. Journal of Ethnopharmacology 2008, 120: 220-
225 (leoog - 2,260, MNiSW - 32 pkt.)

02. Kiss A.K., Filipek A., Czerwinska M., Naruszewicz M. Oenothera paradoxa defatted seeds
extracts and its bioactive component penta-0-galloyl-8-D-glucose decreased production of reactive
oxygen species and inhibited release of leukotriene B,, interleukin-8, elastase and myeloperoxidase
in human neutrophils. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2010, 58: 9960-9966 (IF10 -
2,816; MNiSW - 32)

03. Czerwinska M., Kiss A.K., Naruszewicz M. A comparison of antioxidant activities of oleuropein
and its dialdehydic derivative from olive oil, oleacein. Food Chemistry 2012, 131: 940-947 (IFo12 -
3,334; MNiSW - 45 pkt.)

04. Granica S., Czerwinska M.E., Piwowarski J.P., Ziaja M., Kiss A.K. Chemical composition,
antioxidative and anti-inflammatory activity of extracts prepared from aerial parts of Oenothera
biennis L. and Oenothera paradoxa Hudziok obtained after seeds cultivation. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 2013, 61: 801-810 (IF043 - 3,107; MNiSW - 40 pkt.)

05. Czerwinska M.E., Granica S., Kiss A.K. Effects of an aqueous extract from leaves of Ligustrum
vulgare on mediators of inflammation in a human neutrophils model. Planta Medica; 2013, 79: 924-
932 (IF2013 - 2,339; MNiSW - 25 pkt.)

06. Parzonko A., Czerwinska M.E., Kiss A.K., Naruszewicz M. Oleuropein and oleacein may restore

biological functions of endothelial progenitor cells impaired by angiotensin Il via activation of
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Nrf2/heme oxygenase-1 pathway. Phytomedicine 2013, 20:1088-1094 (IF,0¢3 - 2,877; MNiSW - 35
pkt.)

O7. Granica S., Czerwinska M.E., Zyzynska-Granica B., Kiss A.K. Antioxidant and anti-inflammatory
flavonol glucuronides from Polygonum aviculare L. Fitoterapia 2013, 91: 180-188 (IFy03 - 2,231;
MNiSW - 25 pkt.)

08. Flemmig J., Rusch D., Czerwinska M.E., Rauwald H.W., Arnhold J. Components of a
standardised olive leaf dry extract (Ph. Eur.) promote hypothiocyanite production by
lactoperoxidase. Archives of Biochemistry and Biophysics 2014, 549:17-25 (IF3014 - 3,017; MNiSW -
30 pkt.)

09. Czerwinska M.E., Kiss A.K., Naruszewicz M. Inhibition of human neutrophils NEP activity,
CD11b/CD18 expression and elastase release by 3,4-dihydroxyphenylethanol-elenolic acid
dialdehyde, oleacein. Food Chemistry 2014, 153: 1-8 (IF3014 - 3,391; MNiSW - 40 pkt.)

010. Filipek A., Czerwinska M.E., Kiss A.K., Wrzosek M., Naruszewicz M. Oleacein enhances anti-
inflammatory activity of human macrophages by increasing CD163 receptor expression.
Phytomedicine 2015, 22: 1255-1261 (IF 3015 - 2,937; MNiSW - 40 pkt.)

0O11. Filipek A., Czerwinska M.E., Kiss A.K., Polanski J.A., Naruszewicz M. Oleacein may inhibit
destabilization of carotid plaques from hypertensive patients. Impact on high mobility group
protein-1. Phytomedicine 2017, 32: 68-73 (IF3017 - 3,61; MNiSW - 40 pkt.)

012. Dudek M.K., Michalak B., Wozniak M., Czerwinska M.E., Filipek A., Granica S., Kiss A.K.
Hydroxycinnamoyl derivatives and secoiridoid glycoside derivatives from Syringa vulgaris flowers
and their effects on the pro-inflammatory responses of human neutrophils. Fitoterapia 2017, 121:
194-205 (IF3017 - 2,642; MNiSW - 30 pkt.)

013. Czerwinska M.E., Dudek M.K., Pawtowska K.A., Pru$ A., Granica S. The influence of
procyanidins isolated from small-leaved lime flowers (Tilia cordata Mill.) on human neutrophils.
Fitoterapia 2018, 127: 115-122 (IF0¢7 - 2,642; MNiSW - 30 pkt.)

014. Pawtowska K., Czerwinska M.E., Wilczek M., Strawa J., Tomczyk M., Granica S. Anti-
inflammatory potential of flavonoids from the aerial parts of Corispermum marschallii. Journal of
Natural Products 2018, 81:1760-1768 (IF17 - 3,885; MNiSW - 35 pkt.)

7. Pozostate opublikowane prace przegladowe

R1. Czerwinska M., Granica S., Kiss A.K. Penta-O-galoilo-s-D-glukoza - nie tylko antyoksydant.
Potencjalne dziatanie przeciwzapalne, przeciwnowotworowe i przeciwcukrzycowe. Czynniki Ryzyka
2009, 4: 57-64 (MNiSW - 6 pkt.)

R2. Czerwinska M. Oleoeuropeina i jej dialdehydowa pochodna jako gtowne sktadniki aktywne oliwki
europejskiej (Olea europaea L.). Czynniki Ryzyka 2010, 2: 42-49 (MNiSW - 6 pkt.)
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R3. Granica S., Piwowarski J.P., Czerwinska M.E., Kiss A.K. Phytochemistry, pharmacology and
traditional uses of different Epilobium species (Onagraceae): A review. Journal of
Ethnopharmacology 2014, 156: 316-346 (IF2014 - 2,998; MNiSW - 35 pkt.)

R4. Naruszewicz M., Czerwinska M.E., Kiss A.K. Oleacein. Translation from Mediterranean diet to
potential antiatherosclerotic drug. Current Pharmaceutical Design 2015, 21:1205-1212 (IFo15 -
3,052; MNiSW - 35 pkt.)

8. Udziat w krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych

Prezentacje plakatowe

KP1. Czerwinska M., Kiss A.K., Naruszewicz M. A comparative study of the effects of oleuropein and
its dialdehydic form (oleacein) on human neutrophil oxidative burst. 58t International Congress and
Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research, 28.08-2.09.2010,
Berlin, Niemcy (Planta Medica, 2010, 76: P275)

KP2. Czerwinska M., Kiss A.K., Naruszewicz M. Oleoeuropeina i jej dialdehydowa pochodna
(oleaceina)-poréwnanie aktywnosci antyoksydacyjnej. XXI Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego, 12.09-15.09.2010, Gdansk, Polska

KP3. Kiss A.K., Filipek A., Czerwinska M., Naruszewicz M. Efekt przeciwzapalny penta-0O-galoilo-
beta-D-glukozy - wptyw na funkcje ludzkich neutrofili. XXI Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego, 12.09-15.09.2010, Gdansk, Polska

KP4. Czerwinska M., Kiss A.K., Naruszewicz M. A comparative study of the effects of oleuropein and
its dialdehydic form (oleacein) on human neutrophil oxidative burst and monocytes nitric oxide
production. 79%" European Atherosclerosis Society Congress, 26.06-29.06.2011, Geteborg, Szwecja
(Atherosclerosis Supplements, 2011, 12(1):142-142/677)

KP5. Czerwinska M., Kiss A.K., Naruszewicz M. Porédwnanie wptywu oleoeuropeiny oraz jej
pochodnej oleaceiny na aktywnosc obojetnej endopeptydazy (NEP), generowanie reaktywnych form
tlenu oraz inne funkcje ludzkich neutrofili. XIV Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Badan nad
Miazdzyca, 9.12-10.12.2011, Krakow, Polska

KP6. Czerwinska M., Kiss A.K., Naruszewicz M. Oleacein from virgin olive oil may contribute to
stabilization of atherosclerotic plaques by decrease myeloperoxidase release from neutrophils. 80t
European Atherosclerosis Society Congress (EAS 2012), 25.05-28.05.2012, Mediolan, Wtochy

KP7. Czerwinska M, Kiss AK, Naruszewicz M. A comparison of the effects of oleuropein and its
derivative from olive oil, oleacein, on functions of human neutrophils. 8% Joint Natural Product
Conference (8™ Joint Meeting with AFERP, ASP, GA, PSE and SIF), 28.07-1.08.2012, Nowy Jork, USA
(Planta Medica, 2012; 78(11): 1205-1205/PI271)
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KP8. Czerwinska M., Granica S., Kiss A.K. Effect of aqueous extracts from Ligustrum vulgare L. on
ROS production and other functions of human neutrophils. 8" Joint Natural Product Conference (8t
Joint Meeting with AFERP, ASP, GA, PSE and SIF), 28.07-1.08.2012, Nowy Jork, USA (Planta Medica,
2012; 78(11): 1122-1122/PF39)

KP9. Czerwinska M., Filipek A., Kiss A.K., Polanski J.A., Proczka R.M., Biatek P., Naruszewicz M.
Oleacein from olive oil inhibits myeloperoxidase and metalloproteinase-9 production by
atherosclerotic plaque. 8" Joint Natural Product Conference (8" Joint Meeting with AFERP, ASP,
GA, PSE and SIF), 28.07-1.08.2012, Nowy Jork, USA (Planta Medica, 2012; 78(11): 1206-1206/PI273)

KP10. Granica S., Czerwinska M.E., Piwowarski J.P., Kiss A.K. Chemical composition and biological
activities of Oenothera biennis L. and Oenothera paradoxa Hudziok aerial parts’s extracts. 8" Joint
Natural Product Conference (8% Joint Meeting with AFERP, ASP, GA, PSE and SIF), 28.07-1.08.2012,
Nowy Jork, USA (Planta Medica, 2012; 78(11): 1205-1205/PI268)

KP11. Czerwinska M, Kiss AK, Naruszewicz M. A comparison of the effects of oleuropein and its
derivative from olive oil, oleacein, on functions of human neutrophils. 2" International Conference
and Workshop “Plant - the source of research material”, 18.10-20.10.2012, Lublin, Polska

KP12. Czerwinska M.E., Kiss A.K., Naruszewicz M. The effect of oleuropein and its derivative
oleacein on the expression of adhesion molecules on the surface of human neutrophils. 17t
International Congress “Phytopharm 2013”, 8.07-10.07.2013, Wieden, Austria

KP13. Grzelak J., Czerwinska M., Piwowarski J., Kiss A.K. Comparison of chemical composition and
effects on human neutrophils of aqueous and ethanolic extracts from Ligustrum vulgare L. 17%
International Congress “Phytopharm 2013”, 8.07-10.07.2013, Wieden, Austria

KP14. Czerwinska M.E., Kiss A.K., Naruszewicz M. Effect of oleacein, polyphenol of olive oil, with
natriuretic peptides on the functions of human neutrophils. 61t International Congress and Annual
Meeting of the Society for Medicinal Plants and Natural Product Research (GA 2013), 1.09-5.09.2013,
Minster, Niemcy (Planta Medica, 2013; 79(13): 1212-1212 (PJ11)

KP15. Granica S., Czerwinska M.E., Zyzynska-Granica B., Kiss A.K. New acetylated flavonol
glucuronides isolated from Polygoni avicularis herba and their influence on some neutrophils’
functions. 61t International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plants and
Natural Product Research (GA 2013), 1.09-5.09.2013, Minster, Niemcy (Planta Medica, 2013; 79(13):
1214-1214/PJ17)

KP16. Czerwinska M.E., Kiss A.K., Naruszewicz M. Wptyw oleuropeiny na funkcje ludzkich neutrofili.

XXl Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, 18.09-21.09.2013, Biatystok, Polska

KP17. Wtodarczyk M., Czerwinska M., Wrzosek M., Swieca M, Nowicka G. The effect of apple juice
rich in chlorogenic acid on MMP-9 secretion by LPS-stimulated neutrophils - preliminary report. 20t
International Congress of Nutrition, 15.09-20.09.2013, Granada, Hiszpania (Annals of Nutrition &
Metabolism, 2013; 63(Supl.1): 310-310/P0O112)
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KP18. Czerwinska M., Ziarek M., Bazylko A., Osinska E., Kiss A. Determination of secoiridoids and
phenylpropanoids in different extracts of Ligustrum vulgare L. leaves by HPTLC and HPLC-DAD-MS
methods. 9™ International Symposium on Chromatography of Natural Products, 26.05-29.05.2014,
Lublin, Polska

KP19. Czerwinska M., Ziarek M., Bazylko A., Osinska E., Kiss A. HPTLC analysis of secoiridoids and
phenylpropanoids in deifferent extracts of Ligustrum vulgare L. leaves. International Symposium for

High-Performance Thin-Layer Chromatography, 2.07-4.07.2014, Lyon, Francja

KP20. Naruszewicz M., Filipek A., Czerwinska M., Polanski J.A., Wrzosek M. Oleacein possess ability
to protect carotid plaque against destabilization - impact on macrophages phenotype. American
Heart Association, American Stroke Association International Stroke Conference , State of the
Science Stroke Nursing Symposium. 11.02.2015-13.02.2015, Nashville, USA (Stroke, 2015,
46(Supl.1): AWP394)

KP21. Filipek A., Czerwinska M.E., Kiss A.K., Naruszewicz M. Oleacein. Translation from
Mediterranean diet to protection of atherosclerotic plaque. 17% International Congress on
Atherosclerosis (ISA 2015), 23.05-26.05.2015, Amsterdam, Holandia

KP22. Kiss A.K., Czerwinska M.E., Duszak K., Parzonko A. A comparative study on the protective
effect on human fibroblast cell line NHDF of Olea europaea and Ligustrum vulgare |leaves extracts.
63" International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural
Product Research (GA 2015), 23.08-27.08.2015, Budapeszt, Wegry (Planta Medica, 2015, 81(16):
1499-1500/PW-24)

KP23. Czerwinska M.E., Swierczewska A., Wozniak M., Kiss A.K. Preliminary separation of
compounds from aerial parts of Lamium album and determination of phenolics-rich fractions
activity in neutrophils. 10%" International Symposium on Chromatography of Natural Products (ISCNP
2016) , 6.06-9.06.2016, Lublin, Polska

KP24. Czerwinska M.E., Warowny M., Kiss A.K. HPLC-DAD-MS analysis of extracts from flowers,
leaves, fruits and branches of Ligustrum vulgare and their effect on cytokines secretion by human
neutrophils. 9t Joint Natural Product Conference (9t Joint Meeting with AFERP, ASP, GA, PSE and
SIF), 24.07-27.07.2016, Kopenhaga, Dania (Planta Medica, 2016, 82(1): P382)

KP25. Wozniak M., Psyk K., Biernat M., Czerwinska M.E., Kiss A.K. Effects of extracts from leaves
and flowers from Syringa vulgaris on mediators of inflammation in a human neutrophils model. 9t
Joint Natural Product Conference (9t Joint Meeting with AFERP, ASP, GA, PSE and SIF), 24.07-
27.07.2016, Kopenhaga, Dania (Planta Medica, 2016, 82(1): P163)

KP26. Michalak B., Czerwinska M.E., Kiss A.K. Potential anti-inflammatory activity of selected
plants from Asteraceae family in in vitro models. 9™ Joint Natural Product Conference (9t Joint
Meeting with AFERP, ASP, GA, PSE and SIF), 24.07-27.07.2016, Kopenhaga, Dania (Planta Medica,
2016, 82(1): P176)
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KP27. Czerwinska M., Swierczewska A., Granica S. The active constituents of Lamium album as
inhibitors of cytokines secretion in human neutrophils. 65" Annual Meeting of the Society for
Medicinal Plant and Natural Product Research (GA), 3.09-7.09.2017, Bazylea, Szwajcaria (Planta
Medica International Open, 2017, 4(S 01): $1-5202)

KP28. Czerwinska M., Pawtowska K., Dudek M., Prus A., Granica S. Bazylea. Anti-inflammatory
activity of procyanidins isolated from Tiliae flos. 65™ Annual Meeting of the Society for Medicinal
Plant and Natural Product Research (GA 2017), 3.09-7.09.2017, Bazylea, Szwajcaria (Planta Medica
International Open, 2017, 4(S 01): 51-5202)

KP29. Czerwinska M.E., Siegien J., Granica S., Buchholz T., Melzig M.F. The screening of anti-lipase
and anti-amylase activity of selected edible plant materials. 11™" International Symposium on
Chromatography of Natural Products (ISCNP 2018), 4.06-7.06.2018, Lublin, Polska

KP30. Czerwinska M.E., Swierczewska A., Buchholz T., Melzig M.F. Cornus mas and Cornus alba
fruits - the comparative study of a-amylase and pancreatic lipase inhibitory effects. 66™ Annual
Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research (GA 2018), 26.08-
29.08.2018, Szanghaj, Chiny

Prezentacje ustne

KW1. Kiss A.K., Czerwinska M. Wptyw wyciagu wodnego z lisci ligustra (Ligustrum wvulgare L.) na
mediatory stanu zapalnego na modelu ludzkich neutrofili. XXII Naukowy Zjazd Polskiego

Towarzystwa Farmaceutycznego, 18.09-21.09.2013, Biatystok, Polska

KW2. Czerwinska M.E., Kiss A.K., Naruszewicz M. The effect of oleuropein and its derivative
oleacein on the functions of human neutrophils. XV Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Badan
nad Miazdzyca, 17.10-20.10.2013, Krag, Polska (Czynniki Ryzyka, 2013, 2: 53-53)

KW3. Parzonko A., Czerwinska M.E., Kiss A.K., Naruszewicz M. Protective effect of oleuropein and
oleacein on biological functions of EPC impaired by angiotensyn Il. XV Naukowy Zjazd Polskiego
Towarzystwa Badan nad Miazdzyca, 17.10-20.10.2013, Krag, Polska (Czynniki Ryzyka, 2013, 2: 55-
55)

KW4. Czerwinska M.E. Porownanie wptywu oleuropeiny i jej dialdehydowej pochodnej oleaceiny na
funkcje ludzkich neutrofili. VI Konferencja Naukowa Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem

Medycyny Laboratoryjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, 20.12.2013, Warszawa, Polska

KW5. Czerwinska M. Effects of secoiridoids on selected functions of neutrophils. Mini-sympozjum,
6.03-8.03.2015, Berlin, Niemcy

KW6. Czerwinska M.E., Kiss A.K. The preliminary study searching a potential activity of Lamium
album extracts as a background for their traditional use. 63" International Congress and Annual
Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research (GA), 23.08-27.08.2015,
Budapeszt, Wegry, SL5B_04 (Planta Medica, 2015, 81(16): 1415-1415/SL5B-04)
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KW7. Czerwinska M.E., Filipek A., Kiss A.K., Naruszewicz M. Oleaceina jako sktadnik oliwy w

prewencji powiktan miazdzycy. Trends in Dietetics 2017, 4.11.2017, £6dz, Polska

KW8. Czerwinska M.E., Filipek A., Kiss A.K., Naruszewicz M. Oleaceina jako sktadnik oliwy w
prewencji powiktan miazdzycy. X Konferencja Naukowa Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem

Medycyny Laboratoryjnej, 15.12.2017, Warszawa, Polska

9. Wspoétpraca naukowa

W1. wspétpraca z Katedra Roslin Warzywnych i Leczniczych, Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie (prof. Ewa Osinska) w zakresie zbioru i identyfikacji substancji roslinnych
W2. wspoétpraca z Pharmazeutische Biologie, Universitat Leipzig (prof. Hans-Wilhelm Rauwald) w
zakresie badania wptywu sekoirydoidow z lisci oliwki na aktywnosc laktoperoksydazy;

W3. wspotpraca z Institut fir Pharmazie/Pharmazeutische Biologie, Freie Universitat Berlin (prof.
Matthias Melzig) w zakresie poszukiwania inhibitorow enzymow trawiennych oraz analizy chemicznej
sktadnikow owocow z rodzaju Cornus;

W4. wspotpraca z Zaktadem Farmakognozji, Uniwersytet Medyczny w todzi (dr hab. Monika
Olszewska) w zakresie badania zdolnosci hamowania aktywnosci trzustkowych enzymow
trawiennych;

W5. wspotpraca z Katedra i Zaktadem Farmakognozji z Pracownia Roslin Leczniczych, Uniwersytet
Medyczny w Lublinie (dr hab. Krystyna Skalicka-Wozniak) w zakresie badania aktywnosci
przeciwzapalnej izolowanych irydoidow i fenylopropanoidow;

W6. wspotpraca z Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej (dr hab. Marta
Mendel), Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie w zakresie badania metabolitow

substancji roslinnych przez mikroflore jelitowa swin.

10. Udziat w projektach badawczych

P1. 2011 - 2013 kierownik projektu ,,Porownanie wptywu oleoeuropeiny i jej dialdehydowej
pochodnej oleaceiny na funkcje neutrofili”; projekt w ramach konkursu PRELUDIUM, Narodowe
Centrum Nauki - 2011/01/N/NZ4/01157

P2. 2015 - 2016 kierownik projektu ,Analiza fitochemiczna wyciagdw z naziemnych czesci
jasnoty biatej (Lamium album L.) oraz ich wptyw na uwalnianie IL-8 i ekspresje powierzchniowa
CD62L i CD11b/CD18”; program badan naukowych i prac rozwojowych stuzacych rozwojowi mtodych
naukowcow, finansowanych w ramach dziatalnosci statutowej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego - FW25/PM31/15/15

P3. od 08.2017 kierownik projektu ,Badanie roli wybranych przetworéw roslinnych w
ochronie bariery jelitowej na modelu ludzkich komérek jelita grubego Caco-2 w odniesieniu do
prewencji zespotu metabolicznego”; projekt w ramach konkursu SONATA, Narodowe Centrum Nauki
- 2016/23/D/NZ7/00958
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P4. 2015 - 2016 wykonawca projektu ,Poszukiwanie nowych zwiazkow o aktywnosci
przeciwzapalnej z rodzimych gatunkow roslin nalezacych do rodziny Oleaceae z uzyciem modeli in
vitro i in vivo wraz ze wskazaniem molekularnych mechanizméw warunkujacych obserwowana
aktywnos¢”; projekt w ramach konkursu OPUS, Narodowe Centrum Nauki - 2015/17/B/NZ7/03086

P5. 2016 - 2017 wykonawca projektu ,Badania fitochemiczne oraz ocena wtasciwosci
przeciwzapalnych i przeciwbakteryjnych wyciagoéw przygotowywanych z farmakopealnej substancji
roslinnej kwiat lipy (Tiliae flos)”; projekt w ramach konkursu SONATA, Narodowe Centrum Nauki -
2015/17/D/NZ7/02641

P6. od 06.2018 wykonawca projektu ,Preparat zawierajacy oleaceine (OCL) - sktadnik
aktywny oleju z oliwek - do stosowania zewnetrznego w stanach zapalnych skory i bton sluzowych”;
projekt w ramach konkursu realizowanego przez Centrum Transferu Technologii Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego IBAkteria Sp. z 0.0./Synergia WUM Sp. z o. o.

11. Staze naukowe

N1. 13.10.2014 - 7.11.2014 Niemcy, Berlin, Wolny Uniwersytet w Berlinie Instytut

Farmaceutyczny, dwutygodniowy staz naukowy pod opieka prof. Matthias’a Melzig’a

N2. 11.07.2016 - 22.07.2016 Niemcy, Berlin, Wolny Uniwersytet w Berlinie Instytut

Farmaceutyczny, dwutygodniowy staz naukowy pod opieka prof. Matthias’a Melzig’a

N3. 5.12.2016 - 16.12.2016 Niemcy, Berlin, Wolny Uniwersytet w Berlinie Instytut

Farmaceutyczny, dwutygodniowy staz naukowy pod opieka prof. Matthias’a Melzig’a

N4. 13.03.2017 - 24.03.2017 Austria, Innsbruck, Uniwersytet w Innsbrucku, Instytut Farmacji,
dwutygodniowy staz naukowy pod opieka prof. Herman’a Stuppner’a w ramach programu MNiSW

wymiany osobowej z Republika Austrii

12. Nagrody i stypendia za dziatalno$¢ naukowa

ST1. 2018 - nagroda specjalna zespotowa JM Rektora WUM za uzyskany patent nr US 9.682.056 B2:
,»Oleaceina jako inhibitor destabilizacji blaszki miazdzycowej”

ST2. 2018 - nagroda naukowa Il stopnia JM Rektora WUM za wspotautorstwo publikacji dotyczacej
oleaceiny jako substancji stabilizujacej blaszke miazdzycowa u pacjentow z nadcisnieniem
tetniczym.

ST3. 2016 - nagroda naukowa Il stopnia JM Rektora WUM za wspotautorstwo pracy:

,Oleacein enhances anti-inflammatory activity of human macrophages by increasing CD163 receptor

expression”; Filipek A., Czerwinska M., Kiss A.K., Wrzosek M., Naruszewicz M.

ST4. 2015 - nagroda naukowa Il stopnia JM Rektora WUM za wspétautorstwo prac:
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= “Inhibition of human neutrophils NEP activity, CD11b/CD18 expression and elastase release
by 3,4-dihydroxyphenylethanol-elenolic acid dialdehyde, oleacein”; Czerwinska M.E., Kiss
A.K., Naruszewicz M.

= “Oleacein. Translation from Mediterranean diet to potential antiatherosclerotic drug”;
Naruszewicz M., Czerwinska M.E., Kiss A.K.

= “Phytochemistry, pharmacology and traditional uses of different Epilobium species

(Onagraceae): A review”; Granica S., Piwowarski J.P., Czerwinska M.E., Kiss A.K.

ST5. 2014 - 1ll nagroda w sesji plakatowej podczas konferencji HPTLC 2014 w Lyonie (International
Symposium for Thin-Layer Chromatography, 1.07-4.07.2014) za prezentacje plakatowa ,,HPTLC

analysis of secoiridoids and phenylpropanoids in different extracts of Ligustrum vulgare L. leaves”

ST6. 2014 - zespotowa nagroda naukowa Il stopnia JM Rektora WUM za wspédtautorstwo cyklu
publikacji dotyczacych badania sktadu chemicznego oraz dziatania przeciwzapalnego i
przeciwutleniajacego wybranych substancji roslinnych bogatych w elagotanoidy, flawonoidy,

fenylopropanoidy i sekoirydoidy.

ST7. 2013 - | nagroda w sesji plakatowej podczas konferencji Phytopharm 2013 w Wiedniu (17t
International Congress “Phytopharm 2013”, 8.07-10.07, 2013) za prezentacje plakatowa ,, The effect
of oleuropein and its derivative oleacein on the expression of adhesion molecules on the surface of

human neutrophils”

ST8. 2011 - zespotowa nagroda naukowa Il stopnia JM Rektora WUM za badania nad wptywem

polifenoli z wyciggu z wyttokow wiesiotka na funkcje ludzkich neutrofili

ST9. 2009/2010, 2010/2011, 2011/2012, 2012/2013 - Stypendium JM Rektora WUM dla najlepszych

doktorantdw za osiggniecia naukowe

13. Kursy i szkolenia

$1. 03.2018 Szkolenie ,,Rekrutacja krok po kroku, czyli jak prawidtowo przeprowadzi¢ proces

rekrutacji na studia wyzsze”, Optima - Centrum Rozwoju i Ksztatcenia Kadr, Gdansk

S2. 04.2012 Kurs cytometrii przeptywowej, Pracownia Cytometrii Przeptywowej, Zaktad

Biologii Komorki, Narodowy Instytut Lekow, Warszawa

$3. 09.2011 Letni kurs hodowli komodrek ssaczych, Zaktad Cytologii, Wydziat Biologii,

Uniwersytet Warszawski, Warszawa

14. Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

C1. Od 2014 roku jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Badan nad Miazdzyca

C2. Od 2015 roku jestem cztonkiem Society for Medicinal Plant and Natural Product Research (GA)
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15.

Dziatalnos$¢ organizacyjna

Od 2016 roku jestem cztonkiem Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego powotanej na okres kadencji 2016-
2020.

Od 2016 roku jestem odpowiedzialna za organizacje zaje¢ z przedmiotu Leki Pochodzenia
Naturalnego w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Bytam opiekunem czterech prac magisterskich.

Jestem/bytam opiekunem i promotorem trzech prac magisterskich w roku akademickim
2017/2018 oraz 2018/2019.

Jestem/bytam opiekunem dwoch mini-grantow studenckich w latach 2017/2018
(FW25/NM3/17) oraz 2018/2019 (FW25/NM2/18).

16.

Recenzje prac naukowych

Wystepowatam w roli recenzenta:

Od sierpnia 2014 roku - 65 prac naukowych ztozonych do publikacji w czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym: Time Journal of Medicinal Plant Sciences and Pharmacology (1),
Austin Journal of Nutrition and Food Sciences (1), Arabian Journal of Chemistry (2),
Molecules (19), Foods (1), Scientia Pharmaceutica (1), Industrial Crops and Products (11),
Molecular Nutrition and Food Research (1), Journal of Ethnopharmacology (1), Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine (3), Journal of Functional Foods (3), Acta
Pharmaceutica (1), Clinical Phytoscience (2), International Journal of Molecular Science (5),
Phytomedicine (1), Journal of Medicinal Science (1), Current Pharmacogenomics &
Personalized Medicine (2), Advances in Clinical and Experimental Medicine (1), Anti-
Inflammatory & Anti-Allergy Agents in Medicinal Chemistry (1), Sustainability (1), Journal
of Nutritional Medicine and Diet Care (1), Marine Drugs (1), Open Life Sciences (1), Journal
of Pharmacy and Pharmacology (1), Biochemical Systematics and Ecology (1)

Streszczen prac zgtoszonych do prezentacji podczas konferencji dla mtodych naukowcow

14% Warsaw International Medical Congress for Young Scientists, 10.05-13.05.2018 r.

17.

Podsumowanie osiagnie¢ naukowo-badawczych

Mdj dorobek naukowy obejmuje:

20 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal
Citation Reports (JCR). W 10 pracach bytam pierwszym autorem.
5 prac przegladowych z czego 3 zostaty opublikowane w czasopismach znajdujacych sie

w bazie Journal Citation Reports (JCR). W 3 pracach bytam pierwszym autorem.
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38 streszczen z prezentowanych doniesien na konferencjach naukowych, w tym 6 wystapien
ustnych

udziat w 6 projektach badawczych finansowanych przez NCN/WUM

sumarczyczny wspotczynnik Impact Factor wedtug listy JCR zgodnie z rokiem opublikowania
65,996, taczna punktacja MNiSW: 761

taczna liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science Core™ Collection: 234 (254
wedtug bazy Scopus)

taczna liczba cytowan (bez autocytowan) publikacji wedtug bazy Web of Science Core™
Collection: 212 (218 wedtug bazy Scopus)

indeks Hirsha (h-index) wedtug Web of Science Core™ Collection: 9 (10 wedtug bazy Scopus)
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