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1. Sebastian Granica

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Dyplom magistra farmacji — uzyskany w dniu 31 marca 2010 roku na podstawie obronionej
pracy magisterskiej pt.” Badanie sktadu jako$ciowego oraz izolacja wybranych zwigzkow z
wyciggu wodnego z wytlokéw nasiennych Oenothera paradoxa Hudziok” wykonanej w
Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Promotor: prof. dr hab. Marek Naruszewicz, opiekun: dr Anna K. Kiss.

Dyplom magistra — uzyskany w dniu 13 wrze$nia 2011 roku na podstawie obronionej pracy
magisterskiej pt.” Transformacje chemiczne imperatoryny i ksantotoksyny w poszukiwaniu
nowych selektywnych inhibitoréw butyrylocholinoesterazy” wykonanej w Pracowni Chemii
Zwigzkdw Pochodzenia Naturalnego Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
Promotor: prof. dr. hab. Zbigniew Czarnocki. Praca magisterska zostala wyr6zniona.

Dyplom doktora nauk farmaceutycznych — uzyskany w dniu 29 pazdziernika 2014 roku
uchwata Rady Wydziatlu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjne;
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego na podstawie obronionej rozprawy doktorskiej pt.
»Analiza fitochemiczna, ocena wlasciwosci przeciwutleniajagcych oraz potencjalnych
wlasciwosci przeciwzapalnych wybranych surowcow roslinnych z rodziny wiesiotkowatych
(Oenotheraceae)”. Promotor: dr hab. Anna K. Kiss, recenzenci: dr. hab. Monika A.
Olszewska, dr hab. Adam Matkowski. Praca doktorska zostala wyrozniona przez Radeg
Wydziatu.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

07.2010 — 04.2014 — pracownik inzynieryjno-techniczny w Katedrze Farmakognozji i
Molekularnych ~ Podstaw  Fitoterapii Wydzialu Farmaceutycznego Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego

05.2014 — 11.2014 — asystent w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw
Fitoterapii Wydziatu Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

od 12.2014 — obecnie — adiunkt naukowo-dydaktyczny w Katedrze Farmakognozji i
Molekularnych ~ Podstaw  Fitoterapii Wydzialu Farmaceutycznego Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego

4. Wskazanie osiagniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia
14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym.

a) tytul osiggniecia naukowego

Analiza fitochemiczna zwiazkow polifenolowych i monoterpenowych wystepujacych w
wybranych substancjach roslinnych nalezacych do rodzin Asteracae, Rosaceae oraz
Polygonaceae.
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b) autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

H1. Granica, S.*, Quantitative and qualitative investigations of pharmacopoeial plant material
Polygoni avicularis herba by UHPLC-CAD and UHPLC-ESI-MS methods. Phytochemical
Analysis, 2015, 26, 374-382 (IF014 = 2,341, 30 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej oraz
przygotowaniu manuskryptu opisujqcego uzyskane wyniki. Moj udzial procentowy szacuje na 100%.

H2. Granica, S.*, Hinc, K., Flavonoids in aerial parts of Persicaria mitis (Schrank) Holub.
Biochemical Systematics and Ecology, 2015, 61, 372-375 (IF2014 = 0,967, 15 pkt MNiSW)

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej, opiece
merytorycznej podczas wykonywania badan oraz przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki. Moj
udzial procentowy szacuje na 90%.

H3. Granica, S.*, Lohwasser, U., Johrer, K., Zidorn, C., Qualitative and quantitative analyses
of secondary metabolites in aerial and subaerial of Scorzonera hispanica L. (black salsify).
Food Chemistry, 2015, 173, 321-331 (IF2014 = 3,391, 40 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegatl na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej (przygotowanie
ekstraktow, izolacja gtownych skiadnikow, opracowanie metod chromatograficznych oraz opracowanie i
walidacja metody oznaczania ilosciowego polifenoli) oraz przygotowaniu manuskryptu opisujqcego uzyskane
wyniki. Mo6j udzial procentowy szacuje na 70%.

H4. Granica, S., Zidorn, C., Phenolic compounds from aerial parts as chemosystematic
markers in the Scorzonerinae (Asteraceae). Biochemical Systematics and Ecology, 2015, 58,
102-113 (IF2014 = 0,967, 15 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej (opracowanie
metody chromatograficznej, interpretacja danych spektralnych oraz identyfikacja zwigzkow polifenolowych)
oraz przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki. Moj udzial procentowy szacuje na 70%.

HS. Granica, S., Piwowarski, J. P., Randazzo, A., Schneider, P., Zyzyfiska-Granica, B.,
Zidorn, C., Novel stilbenoids, including cannabispiradienone glycosides, from Tragopogon
tommasinii (Asteraceae, Cichorieaec) and their potential anti-inflammatory activity.
Phytochemistry, 2015, 117, 254-266 (IF2014 = 2,547, 35 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej (izolacja i udziat
w ustalaniu struktury wyizolowanych zwigzkow, udziat w przeprowadzaniu badan biologicznych wyizolowanych
nowych zwiqzkow polifenolowych) oraz na udziale w przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki.
Moj udzial procentowy szacuje na 66%.

H6. Granica, S.*, Kluge, H., Horn, G., Matkowski, A., Kiss, A. K., The phytochemical
investigation of Agrimonia eupatoria L. and Agrimonia procera Wallr. as valid sources of

Agrimoniae herba - The pharmacopoeial plant material. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 2015, 114, 272-279 (IF2014 = 2,979, 35 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej (opracowanie
metody analitycznej, przeprowadzenie oznaczen i interpretacja wynikow) oraz na przygotowaniu manuskryptu
opisujgcego uzyskane wyniki. Moj udzial procentowy szacuje na 75%.
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H7. Fusani, P., Piwowarski, J. P., Zidorn, C., Kiss, A. K., Scartezzini, F., Granica, S.*,
Seasonal variation in secondary metabolites of edible shoots of Buck’s beard [Aruncus
dioicus (Walter) Fernald (Rosaceae)]. Food Chemistry, 2016, 202, 23-30 (IF014 = 3,391, 40
pkt MNiSW)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej (opracowanie
metody analitycznej, przeprowadzenie oznaczen i interpretacja wynikow) oraz na przygotowaniu manuskryptu
opisujgcego uzyskane wyniki. Moj udzial procentowy szacuje na 45%.

* - prace w ktorych wystepowatem w roli autora korespondencyjnego

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania Impact Factor (IF) publikacji wytypowanych do
cyklu w postepowaniu habilitacyjnym wynosi 16,583, punkty MNiSW — 205

c) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnictych wynikdw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Analiza fitochemiczna odgrywa kluczowa rol¢ w okreslaniu sktadu, standaryzacji oraz
kontroli jakosci produktow zawierajacych material pochodzenia ro$linnego. Produkty
pochodzenia ros§linnego sg powszechne w zyciu codziennym. Stanowig znaczacg czgs¢ diety
czlowieka, a takze sg szeroko stosowane w medycynie i farmacji. Podstawowym narze¢dziem
w badaniach dotyczacych sktadu materialu roslinnego sa metody chromatograficzne takie jak
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) czy chromatografia cienkowarstwowa
(TLC). Dynamiczny w ostatnich dekadach rozwoj technik chromatograficznych polegajacy na
ciggtym ulepszaniu metod detekcji oraz rozdzialu zltozonych mieszanin zawierajacych
zwigzki organiczne spowodowal, ze analiza fitochemiczna stata si¢ niezwykle efektywna,
niezawodna i1 uzyteczna. Analiza sktadu i standaryzacja produktow spozywczych pochodzenia
ros§linnego oraz ros$linnych surowcéw leczniczych odgrywa istotng role w zapewnieniu ich
bezpieczenstwa i jako$ci, a w przypadku preparatow leczniczych takze ich skutecznosci w
procesie terapeutycznym [1]. Zarowno w piSmiennictwie naukowym jak 1 w ciagle
aktualizowanych monografiach specjalistycznych (monografie farmakopealne, ESCOP itp.)
pojawia si¢ coraz wigcej nowoczesnych metod przeznaczonych do potwierdzania tozsamosci,
badania zafalszowan oraz standaryzacji substancji pochodzenia ro$linnego. Dlatego tez
zasadne wydaje si¢ by¢ ciagle poszerzanie wiedzy dotyczacej sktadu chemicznego substancji
pochodzenia ro$linnego, a w szczegdlno$ci opracowywanie nowych metod ich analizy.

Podstawowa 1 najszerzej stosowang metoda detekcji w fitochemicznej analizie
chromatograficznej jest pomiar spektrofotometryczny pozwalajacy na identyfikacje

wykrywanych zwigzkow na podstawie ich zdolnosci pochlaniania §wiatla z zakresu UV-Vis.
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Detekcja UV jest powszechnie uzywana do analizy jakoS$ciowej (w potaczniu z
wyznaczeniem wlasciwosci chromatograficznych badanej substancji takich jak np.: czas
retencji) oraz analizy ilosciowej zwigzkow pochodzenia naturalnego jednakze jej
podstawowym ograniczeniem jest konieczno$¢ posiadania dobrego chromoforu przez
oznaczang substancj¢. Modyfikacja prostych detektoréw UV-Vis sa urzadzenia posiadajace
matryce diodowa (DAD lub PDA) dostarczajace dodatkowych danych przy analizie takich jak
widmo UV-Vis wykrytych zwigzkow. Detekcja DAD jest szczegélnie przydatna w
fitochemicznej analizie jako$ciowej. Jednakze, w ostatnich dekadach obserwuje si¢
wzmozony rozwoj detektorow opartych na spektrometrii mas. Urzadzenia te charakteryzuja
si¢ wysoka czuto$cig 1 dostarczaja wyjatkowo uzytecznych danych takich jak masa
czasteczkowa analizowanego zwiazku czy widmo fragmentacyjne pozwalajace na oznaczenie
charakterystycznych cech strukturalnych wykrytych substancji. Inng kategori¢ urzadzen
stanowig tzn. detektory uniwersalne takie jak detektor laserowy $wiatla rozproszonego
(ELSD) oraz detektor wytadowan koronowych (CAD). Oba detektory sg stosunkowo nowymi
urzadzeniami wykorzystywanymi w chromatografii stad tez w dostgpnym piSmiennictwie
brakuje doniesien na temat mozliwosci ale i ograniczen ich zastosowania w analizie
fitochemicznej [4].

Detektor CAD umozliwia oznaczanie iloSciowe nielotnych zwigzkéw chemicznych w
pofaczeniu z metodami chromatograficznymi. Po raz pierwszy do rutynowej analizy zostal
wprowadzony w 2002 przez Dixona i Petersona [2]. Zgodnie z piSmiennictwem najwigksza
zaleta CAD jest uniwersalna odpowiedz nie wymagajaca obecnos$ci chromoforu w strukturze
analizowanych zwigzkéw oraz pozwalajaca na bezposrednie oznaczanie dowolnej substancji
bez konieczno$ci stosowania odpowiedniego wzorca chemicznego [3, 4]. W pismiennictwie
istniejg doniesienia dotyczace mozliwos$ci zastosowania CAD w analizie iloSciowej zwigzkow
pochodzenia naturalnego, szczegdlnie w analizie saponin, aminokwaséw oraz cukrow
stwarzajacych problemy w przypadku zastosowania tradycyjnych metod detekcji [5-7].
Jednakze brakuje doniesien wskazujacych na mozliwos¢ uzycia CAD w analizie ilo$ciowe]
innych grup substancji pochodzenia naturalnego np. polifenoli.

Innym aspektem analizy fitochemicznej jest mozliwo$¢ jej zastosowania w badaniach
taksonomicznych ro$lin [8]. Praktyka pokazuje, ze poszczegdlne taksony bardzo czgsto
mozna rozrézni¢ poprzez analiz¢ ich sktadu chemicznego. Dostepne piSmiennictwo pokazuje,
ze wiele grup metabolitéw wtérnych (np. polifenole czy seskwiterpenoidy) moga stuzy¢ za
doskonate markery chemotaksonomiczne w obrebie poszczegolnych rodzin, rodzajow a nawet

gatunkow [9-11]. Badania taksonomiczne s3 szczegolnie istotne w kontek$cie konieczno$ci
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poprawnej identyfikacji i odpowiedniego doboru materiatu roslinnego stosowanego w
lecznictwie.

Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze substancje pochodzenia ro$linnego od dawna sa
znanym i cenionym zrodtem aktywnych biologicznie zwigzkéw chemicznych. Wiele z nich
zostalo z powodzeniem wprowadzonych do lecznictwa badz stanowito inspiracje dla
chemikow organikow w otrzymywaniu nowych lekow syntetycznych przeznaczonych do
terapii wielu schorzen [12]. Stad tez kompleksowa analiza fitochemiczna uwzgledniajaca
izolacj¢ metabolitow wtornych wystgpujacych w badanym materiale ro§linnym nierzadko
przyczynia si¢ do odkrycia nowych zwiazkow pochodzenia naturalnego o obiecujace]

aktywnosci biologiczne;j.

Glownymi zalozeniami przedstawionego do oceny osiagniecia naukowego byly:

* opracowanie metod chromatograficznych shuzacych do potwierdzenia tozsamosci
oraz standaryzacji farmakopealnych substancji roslinnych Polygoni avicularis
herba 1 Agrimoniae herba [H1 oraz H6]

* izolacja i identyfikacja zwigzkéw polifenolowych z rdestu tagodnego (Persicaria
mitis) pod katem powigzan chemotaksonomiczych w obrebie rodzaju Polygonum
sensu lato [H2]

* opracowanie metod analitycznych oraz kompleksowa analiza sktadu jakosciowego
i ilosciowego korzenia wezymordu czarnego (Scorzonera hispanica) oraz mtodych
pedow parzydta lesnego (Aruncus dioicus) [H3 oraz H7]

* analiza chromatograficzna wyciagdéw przygotowanych z ro$lin z rodzajow
wezymord (Scorzonera) oraz kozibréd (Tragopogon) pod katem powigzan
chemotaksonomicznych; izolacja gtéwnych sktadnikéw polifenolowych z czgséci
nadziemnych Tragopogon tomassinii oraz ocena potencjalnej aktywnosci

przeciwzapalnej wyizolowanych zwiazkéw [H4 oraz H5]

Opracowanie metod chromatograficznych stuigcych do potwierdzenia toisamosci oraz
standaryzacji farmakopealnych substancji roslinnych Polygoni avicularis herba i

Agrimoniae eupatoriae herba

Rdest ptasi (Polygonum aviculare) jest jednoroczng rosling zielng wystepujaca w klimacie

umiarkowanym na catym §wiecie. Roslina ta ma ptozaca (rzadko wznoszaca si¢) lodyge oraz
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eliptyczne, drobne, sinozielone, krotkoogonkowe liscie z pochwa obejmujaca todyge [13, 14].
Cze$ci nadziemne rdestu ptasiego (Polygoni avicularis herba) sa tradycyjnie stosowang
ros$linng substancjg lecznicza posiadajaca swoja monografi¢ w Farmakopei Europejskiej 8.0.
Napary przygotowane z ziela rdestu ptasiego sg uzywane przez pacjentow w leczeniu chordb
nerek, stanéw zapalnych pecherza moczowego oraz jako tagodny srodek wykrztusny i
sekretolityczny [15, 16]. Jednakze w dostgpnym pismiennictwie brak jest badan naukowych
potwierdzajacych zasadno$¢ stosowania tego surowca w terapii wyzej wymienionych
schorzen.

Monografia farmakopealna definiuje ziele rdestu ptasiego jako cale badz pocigte,
wysuszone kwitngce czg$ci nadziemne pozyskiwane z Polygonum aviculare sensu lato.
Najnowsze badania taksonomiczne dotyczace rdestu ptasiego pokazuja, ze w obrgbie gatunku
zbiorowego Polygonum aviculare sensu lato mozna wyrdzni¢ co najmniej siedem odrebnych
taksondow w randze gatunku badz podgatunku [17]. Zgodnie z wymogami farmakopei
wszystkie te taksony moga by¢ traktowane jako farmakopealna substancja lecznicza.
Jednakze w pismiennictwie nie ma badan dotyczacych sktadu chemicznego i ewentualnych
r6znic fitochemicznych pomigdzy poszczegdlnymi gatunkami/podgatunkami. Zgodnie z
Farmakopea Europejska 8.0 potwierdzanie tozsamos$ci ziela rdestu ptasiego jest oparte na
prostej analizie TLC majacej na celu potwierdzenie obecnosci kwasu chlorogenowego i
kawowego przy rownoczesnym wykluczeniu obecnosci hiperozydu (3-O-galactopiranozydu
kwercetyny) w badanym materiale. Monografia wspomina réwniez o mozliwos$ci wykrycia
obecno$ci innych flawonoidoéw, ale nie precyzuje o jakie zwigzki konkretnie chodzi.
Standaryzacja ziela rdestu ptasiego jest oparta na oznaczaniu sumy flawonoidéw badanym
materiale w przeliczeniu na hiperozyd. Surowiec spetnia wymagania gdy suma flawonoidoéw
jest wigksza rowna 0.3%. Metoda zawarta w farmakopei nie determinuje zawarto$ci
poszczegolnych zwigzkdéw. Dostepne na rynku polskim i zagranicznym podrgezniki a takze
wiekszo$¢ starszych prac naukowych podaje, ze ziele rdestu ptasiego zawiera §luz, garbniki,
zwigzki krzemu oraz flawonoidy glownie proste pochodne kwercetyny, kemferolu i
mirycetyny. Czesto awikularyna (3-O-arabinofuranozyd kwercetyny) jest podawana jako
dominujacy zwigzek w zielu rdestu ptasiego [13, 15, 16]. Wykonane przeze mnie uprzednio
badania dotyczace sktadu jakosciowego ziela rdestu ptasiego dowiodly, ze badany material
zawiera szereg glukuronidow flawonolowych jako dominujace sktadniki wyciaggow wodno-
metanolowych przygotowywanych z tego surowca [18, 19].

Ze wzgledu na brak w dostgpnym piSmiennictwie nowoczesnej metody analitycznej

pozwalajacej na oznaczenie zawartosci gtéwnych flawonoidéw wystepujacych w zielu rdestu
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ptasiego moim celem bylo opracowanie i zwalidowanie procedury oznaczania ilo$ciowego
dominujagcych w badanym materiale glukuronidow flawonolowych z uzyciem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej z detektorem wytadowan koronowych
oraz spektrometrem mas (UHPLC-CAD oraz UHPLC-ESI-MS). Podjatem réwniez probe
oceny zmienno$ci sktadu chemicznego materiatu pochodzacego z réznych Zrdodet.

Materiat do badan zostat zebrany ze stanu naturalnego w réznych regionach Polski lub
zostal zakupiony w postaci preparatéw dostepnych na rynku w Polsce, Portugali oraz Austrii.
Probki zostaly zidentyfikowane przeze mnie na podstawie cech morfologiczno-
anatomicznych zgodnie z monografig farmakopealna.

Podczas pierwszego etapu badan przeprowadzitem izolacj¢ wzorca potrzebnego do
oznaczen ilo§ciowych. Wzorcem tym byt 3-O-glukuronidu kwercetyny. Zwiazek ten zostat
wyizolowany ze wzbogaconych frakcji otrzymanych podczas przeprowadzonych przeze mnie
wczesniej prac izolacyjnych dotyczacych badanego materialu [18]. Nastgpnie
przeprowadzitem optymalizacj¢ ekstrakcji zwigzkéw polifenolowych z probek ziela rdestu
ptasiego. Wykazatem z uzyciem UHPLC, Ze trojkrotna ekstrakcja z uzyciem 70% roztworu
metanolu w wodzie wspomagana ultradzwigkami prowadzi do wyczerpujacej ekstrakceji
badanego materiatu. Kolejnym etapem przeprowadzonych badan bylo zoptymalizowanie
rozdziatu zwiagzkéw polifenolowych zawartych w przygotowanych probkach. Najlepszy efekt
otrzymatem stosujac kolumng¢ wypetniong modyfikowanym zelem krzemionkowym Cig
zwierajagcym dodatkowe grupy izobutylowe (faza stacjonarna XB-C;3 wedle nomenklatury
firmy Phenomenex) stosujac elucje gradientowa mieszaninami woda-acetonitryl
zawierajacymi 0.1% kwas mrowkowy jako modyfikator (porownanie rozdzialu z uzyciem
r6znych kolumn chromatograficznych prezentuje Rys. 1).
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Rysunek 1. Poréwnanie rozdzialu zwiazkow polifenolowych w wyciagu z ziela rdestu ptasiego z uzyciem réznych
kolumn chromatograficznych.
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Analiza jako$ciowa przygotowanych wyciggéow z uzyciem metody UHPLC-ESI-MS
wykazala, ze zawieraja one 25 gltownych zwigzkow polifenolowych, gtownie flawonoidy.
Wickszos¢ z wykrytych zwigzkow zostata zidentyfikowana na podstawie widm
fragmentacyjnych zgodnie z dostgpnym pisSmiennictwem [18, 20, 21] (dokladne dane
chromatograficzne i1 spektrometryczne zawiera Tabela 2 publikacji H1). Bioragc pod uwage
moje poprzednie do$wiadczenia zwigzane z identyfikacja flawonoidow w zielu rdestu
ptasiego trzy z wykrytych polifenoli zostaly wstepnie zidentyfikowane jako nowe wczesniej
nie opisywane acetylowane pochodne glukuronidow kemferydu, mirecytyny oraz mersetyny .
Jednakze dokladna struktura (pozycja grupy acetylowej w czasteczce) nie mogla zostac
przypisana z uzyciem zastosowanej metodyki (proponowane struktury nowych zwigzkow
prezentuje Rys. 2). Na szczego6lng uwage zastuguje fakt, ze w przeprowadzonych badaniach
jakos$ciowych potwierdzity si¢ moje poprzednie obserwacje [19] pokazujace, ze badany
material nie zawiera badz zawiera §ladowe ilosci kwasu chlorogenowego oraz kawowego,
ktére sa stosowane jako markery w analizie TLC prezentowanej w monografii
farmakopealnej. Stad tez wydaje si¢ by¢ zasadne stwierdzenie, ze istnieje konieczno$¢ zmiany
metodologii zawartej w farmakopei dotyczacej potwierdzania tozsamos$ci ziela rdestu
ptasiego.
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Rysunek 2. Proponowana struktura chemiczna nowych acetylowanych glukuronidéw mirycetyny (11), mersetyny (16)
oraz kemferydu (25). Uwaga umiejscowienie grupy acetylowej jest losowe, moze ona byé¢ przylaczona w pozycji 2°° lub
3.

Analiza ilos$ciowa polifenoli w zielu rdestu ptasiego potwierdzita, ze badany materiat
zawiera glukuronidy flawonolowe jako dominujace sktadniki. W przeprowadzonych przeze
mnie badaniach oznaczytem zawartos¢ 12 gltownych zwigzkéw wykrytych w trakcie
przeprowadzonych analiz zostala oznaczona jako ekwiwalenty 3-O-glukuronopiranozydu
kwercetyny (doktadne dane dotyczace zawarto$ci poszczegdlnych zwiazkéw w badanych
probkach zawiera tabela 5 publikacji H1). Na uwage zasluguje fakt, ze opracowana metoda
zostala zwalidowana zgodnie z wymogami ICH. Istotnie jest réwniez zastosowanie po raz

kolejny w badaniach fitochemicznych detektora wytadowan koronowych (CAD), ktory jest

urzadzeniem rzadko stosowanym w analizie fitochemicznej. Opracowana i przedstawiona
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przeze mnie metoda potwierdza, ze CAD moze z powodzeniem by¢ stosowany w analizie
zwigzkow polifenolowych i stanowi dobra alternatywe dla tradycyjnie stosowanej detekcji
spektrofotometryczne;.

Drugg farmakopealng substancja lecznicza, ktérej pos§wiecitem swoja uwage w badaniach
jest ziele rzepiku (Agrimoniae herba). Przeprowadzone badania sg rdowniez kontynuacja prac
prowadzonych przeze mnie przed uzyskaniem stopnia doktora lecz nie zwigzanych z moja
praca doktorska [20].

Rodzaj Agrimonia L. zawiera 16 gatunkoéw wieloletnich ro$lin zielnych wystepujacych
wylacznie na potkuli pétnocnej. Najpopularniejszymi w Europie gatunkami z rodzaju rzepik
sa: rzepik pospolity (Agrimonia eupatoria L.) oraz rzepik wonny (Agrimonia procera Wallr.).
Oba gatunki mozna rozrézni¢ morfologicznie analizujac wyglad ich hypancjum, owocow oraz
lisci, jednakze nie jest to proste [17]. W dostgpnym piSmiennictwie mozna znalezé co
najmniej kilka prac dotyczacych badania sktadu chemicznego ziela rzepiku pospolitego [22-
28]. Brak jest natomiast prac skupiajacych si¢ na analizie fitochemicznej ziela rzepiku
wonnego.

Agrimoniae herba jest farmakopealng substancja lecznicza pozyskiwang tylko 1 wylacznie
z rzepiku pospolitego. Posiada rowniez swoja monografi¢ przygotowang przez ESCOP oraz
EMA [29, 30]. Na uwagg zastuguje fakt, ze przygotowana przed laty monografia Niemieckiej
Komisji E definiuje ziele rzepiku jako cze$ci nadziemne pozyskiwane zardwno z rzepiku
pospolitego jak i wonnego [31]. Taka sama definicja jest przedstawiana przez podr¢cznik pod
redakcjg Wichtla [16].

Potwierdzenie tozsamosci ziela rzepiku zawarte w monografii farmakopealnej jest oparte
na analizie TLC. Tozsamo$¢ zostaje potwierdzona, jezeli przeprowadzona analiza wykaze
obecno$¢ izokwercytryny (3-O-glukopiranozydu kwercetyny) , rutyny (3-O-rutynozydu
kwercetyny) oraz hiperozydu (3-O-galaktopinazydu kwercetyny). Standaryzacja ziela rzepiku
polega na oznaczaniu sumy garbnikow z zastosowaniem proszku skoérzanego. Badany
materiat powinien zawiera¢ co najmniej 2% garbnikéw w przeliczeniu na pirogalol.

Celem przeprowadzonych przeze mnie badan byto pordwnanie sktadu jako$ciowego oraz
zawarto$ci agrymoniny (gléwnego elagotanoidu wystepujacego w zielu rzepiku) w préobkach
ziela rzepiku pospolitego oraz wonnego zebranych z uprawy i stanu naturalnego, a takze
analiza probek materiatu komercyjnego dostgpnego na rynku w Polsce i Portugalii. Podjatem
réwniez probe opracowania metody pozwalajacej na rozrdznienie obu badanych gatunkow na

podstawie sktadu chemicznego.
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Analiza fitochemiczna skladu zostata przeprowadzona za pomoca opracowanej i
zwalidowanej przeze mnie metody HPLC-DAD-MS opisanej we wczesniej opublikowane;j
pracy [20].

Przeprowadzone przeze mnie badania pozwolity na wykrycie w sumie 39 zwigzkow
polifenolowych w badanych probkach nalezacych do grupy kwasow fenolowych,
flawonoidow (flawonow i flawonoli), pochodnych flawan-3-olu oraz elagotanoidoéw. Wstepna
analiza (przypisanie do konkretnej grupy metabolitéw wtdrnych) zostata przeprowadzona na
podstawie charakterystycznych maksimow absorpcji w rejestrowanym widmie UV-Vis.
Dalsza identyfikacja zostala osiagnigta poprzez analiz¢ widm fragmentacyjnych oraz poprzez
poréwnania z dostegpnymi wzorcami chemicznymi [21, 32]. Szczegélowe dane dotyczace
identyfikacji wykrytych zwigzkoéw sa zawarte w Tabeli 2 publikacji H6.

Dokonujac porownania sktadu chemicznego obu gatunkow rzepiku udato mi si¢ odkry¢,
ze rzepik pospolity w przeciwienstwie do rzepiku wonnego zawiera C-glikozydowe
pofaczenia apigeniny (witeksyne 1 izowiteksyne). Z drugiej strony stwierdzitem, ze rzepik
wonny jest zrodlem 7-O-glukozydu apigeniny, ktérego nie wykrylem w rzepiku pospolitym.
Ilustracja zaobserwowanych rdéznic sg chromatogramy jonowe (Rys. 3) analizowanych probek
rzepiku wonnego (D-F) i pospolitego (G-I) wykreslone dla jondw o m/z charakterystycznym

dla opisywanych zwigzkow.
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Rysunek 3. Chromatogramy jonowe wykreslone dla m/z = 431. 18 —witeksyna, 21 — izowiteksyna, 35 7-O-glukozyd
apigeniny.

Stwierdzilem, Ze zaobserwowane roznice moga by¢ uzyteczng cechg diagnostyczng

pozwalajaca na odrdznienie wyciggdw przygotowywanych z obu gatunkéw rzepiku. Badajac
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probki komercyjne (A-C, Rys. 3) zauwazylem, ze poza czg¢$ciami nadziemnymi rzepiku
pospolitego moga one zawiera¢ zanieczyszczenie w postaci ziela rzepiku wonnego.

Poza réznicami jako$ciowymi podczas swoich badan zaobserwowatem réwniez istotne
réznice w skladzie iloSciowym pomigdzy wyciaggami przygotowanymi z obu gatunkéw
analizowanej rosliny. W badanych prébkach oznaczytem z uzyciem HPLC-DAD zawarto$¢
glownego elagotanoidu (agrymoniny) oraz catkowita zawarto$¢ garbnikow zgodnie z metoda
podang w monografii farmakopealnej. Otrzymane wyniki prezentuje Tabela 1.

Stwierdzitlem, Zze badane probki rzepiku wonnego (D-F) zawieraja znacznie wigcej
agrymoniny niz probki ziela rzepiku pospolitego (H-I). Obserwowane rdznice sa znamienne
statystycznie, podczas gdy wyniki oznaczenia catkowitej zawartosci garbnikow metoda z
proszkiem skorzanym nie pokazaly réznic istotnych statystycznie. Wazne jest, ze zgodnie z
dostgpnym pismiennictwem agrymonina jest zwigzkiem o udokumentowanym dziataniu
biologicznym i przez niektorych autorow jest uwazana za sktadnik aktywny ziela rzepiku [33-
35]. Otrzymane wyniki pozwolity po raz pierwszy na kompleksowa oceng sktadu wyciagow z
ziela rzepiku wonnego. Pokazaty rowniez, Zze surowiec ten zawiera znacznie wigksza
zawarto$¢ biologicznie czynnej agrymoniny niz cze¢$ci nadziemne rzepiku pospolitego.
Wykazane réznice w sktadzie chemicznym analizowanych ro$lin pozwolity na wskazanie
potencjalnych markerow chemotaksonomicznych dla obu gatunkow. Przeprowadzone badania
w mojej opinii wskazuja na konieczno$¢ zmiany farmakopealnej monografii ziela rzepiku i na
koniczno$¢ poszerzenia definicji tego surowca roslinnego o czgéci nadziemne rzepiku

wonnego.

Tabela 1. Dane dotyczace zawartoS$ci agrymoniny oraz calkowitej zawartos$ci garbnikéw w badanych prébkach

:’):g::ﬂ:: zawarto$¢ agrymoniny calkowita zawarto$¢ garbnikow
x o Srednia zawartos$¢ zawarto$¢ o Srednia
zawartosé(mg/g) #CV (mg/g) garbnikow (%) 7 CV zawartos¢ (%)
A 1.22 + 0.01 1.09 293 + 0.13 4.59
B 1.98 + 0.01 0.40 2.07° + 09 207 £ 0.01 0.28 2.30° + 0.55
C 3.01 + 0.01 0.31 190 + 0.02 1.22
D 37.05 + 0.18 0.47 350 + 0.02 0.64
E 2131 = 021 0.96 2839 = 799 287 + 0.01 0.19 3.02 = 043
F 26.80 + 0.08 0.31 268 £+ 0.12 4.65
G 6.77 + 0.10 1.41 204 £+ 0.01 0.28
H 5.00 + 0.07 1.41 4.58° + 243 176 = 0.02 1.30 1.83*  + 0.19
| 1.96 + 0.01 0.76 1.68 £ 0.02 1.30

® _ dla wartoéci oznaczonych ta samg litera nie obserwowano roéznic istotnych statystycznie (o = 0.01)
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Izolacja i identyfikacja zwigzkow polifenolowych z rdestu tagodnego [Persicaria mitis
(Schrank) Holub] pod kgtem powigzan chemotaksonomiczych w obrebie rodzaju
Polygonum sensu lato.

Rdest tagodny (Persicaria mitis) jest jednoroczng rosling zielng o wznoszacej si¢ todydze
wystepujaca na terenach podmoklych w catej Europie [36]. W ostatnim czasie badania
filogenetyczne dotyczace ro$lin nalezacych do rodzaju rdest (Polygonum sensu lato)
wykazaly, ze rdest fagodny jest blisko spokrewniony z takimi gatunkami jak rdest ostrogorzki
[Persicaria hydropiper (L.) Delarbre] oraz rdest mniejszy [Persicaria minor (Huds.) Opiz]
[37]. Z dostgpnego pismiennictwa wiadomo, ze flawonoidy sa uznawane za warto$ciowe
markery chemotaksonomiczne dla wielu taksonéow w tym dla rodzaju rdest [10]. Sktad
chemiczny czg$ci nadziemnych rdestu tagodnego byl badany w przesztosci trzykrotnie z
uzyciem metod chromatograficznych [38-40]. Analiza przy pomocy chromatografii
cienkowarstwowej wykazata, ze rdest fagodny zawiera szereg prostych kwasow fenolowych,
takich jak kwas chlorogenowy, protokatechowy, kawowy, gentyzynowy, p-
hydroksyfenylooctowy, p-hydroksybenzoesowy, p-kumarowy, syryngowy, wanilinowy oraz
salicylowy [38]. Pdézniejsze badania przeprowadzone przez t¢ samg grup¢ naukowcow z
uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej doprowadzily do identyfikacji szeregu
zwigzkow flawonoidowych w wyciggach z czeéci nadziemnych tej rosliny [39, 40]. Do
zidentyfikowanych zwigzkéw nalezaty: taksyfolina, luteolina, 3-metylokwercetyna,
kwercetyna, kemferol, ramnetyna, rutyna (3-O-rutynozyd kwercetyny), hiperozyd (3-O-
galaktopiranozyd kwercetyny) , izokwercytryna (3-O-glukopiranozyd kwercetyny),
kwercytryna (3-O-ramnopiranozyd kwercetyny), gwajaweryna (3-O-abrabinopiranozyd
kwercetyny), awikularna (3-O-arabinofuranozyd kwercetyny) , spireozyd (4’-O-
glukopiranozyd  kwercetyny), astragalina  (3-O-glukopiranozyd kemferolu), 3-O-
glukuronopiranozyd kwercetyny, 3-O-glukopiranozyd izoramnetyny, 8-O-glukopiranozyd
kwercetyny oraz 3-O-(6"’-O-galoiloglukopiranozyd) kwercetyny. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
do tej pory zaden z opisywanych zwigzkéw nie zostal wyizolowany z badanego materiatu.
Dotychczasowa identyfikacja byla oparta na pordwnaniu wspolczynnikow Ry lub czasoéw
retencji z dostgpnymi wzorcami chemicznymi. Dlatego tez opisywane badania majg charakter
badan wstepnych.

Celem przeprowadzonych przeze mnie eksperymentéw byta izolacja gtownych
sktadnikéw polifenolowych wyciggéw z czeSci nadziemnych rdestu tagodnego, ich
identyfikacja z uzyciem technik spektralnych oraz dyskusja otrzymanych wynikéw pod katem

powiazan chemotaksonomicznych w obrebie rodzaju Polygonum sensu lato.
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Materiat do badan zebralem we wrzesniu 2014 roku i zidentyfikowatem zgodnie z
dostepnym kluczem botanicznym [17]. Dodatkowo tozsamo$¢ zebranych ros$lin zostata
zweryfikowana przez prof. Christiana Zidorna z Uniwersytetu w Innsbrucku. Po wysuszeniu
cze¢$ci nadziemne zostaty zmielone i zostat z nich przygotowany ekstrakt wodno-metanolowo-
acetonowy. Surowy wyciag zostal rozfrakcjonowany poprzez ekstrakcje ciecz-ciecz z
rozpuszczalnikami o wzrastajacej polarnosci takimi jak chloroform, eter dietylowy, octan
etylu oraz m-butanol. Surowe frakcje byly rozdzielane na kolumnie wypeknionej Zelem
krzemionkowym, a nast¢pnie otrzymane frakcje bogate w zwigzki polifenolowe byty poddane
chromatografii z zastosowaniem ztoza Sephadexu LH-20. Ostateczne doczyszczanie
poszczegolnych zwiazkow odbywalo si¢ z uzyciem wysokosprawne] preparatywnej
chromatografii cieczowej na kolumnie wypetionej modyfikowanym zelem krzemionkowym
Cis. Efektem prowadzonych przeze mnie prac bylo wyizolowanie 17 zwigzkow
polifenolowych bedacych dominujagcymi skladnikami wyciggu wyjsciowego (Rys. 4).
Struktury chemiczne wszystkich wyizolowanych zwigzkow zostaly potwierdzone na
podstawie widm UV-Vis, MS oraz NMR. Wsrod otrzymanych polifenoli zidentyfikowatem
16 flawonoidow (2-17) oraz jedng prosta pochodng kromonu (1). Obecno$¢ osmiu zwigzkow

2,5-7,9, 11 oraz 13-14 byta wczesniej opisywana w pismiennictwie [39, 40].

HO o)

OH O 3
1 HeC—7—0 HHSC 0 4 R, =0CH;,R, = OCH,4
HO HO 5 R;=H,R,=0H
HO oy HO, 0 6 R, =O0CH;,R,=0H
7 R, =OH,R,=0CH,
8 R;=H,R,=O0CH,
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Rysunek 4. Struktury chemiczne polifenoli wyizolowanych z cz¢$ci nadziemnych rdestu lagodnego.
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Dziewig¢ polifenoli (1, 3-4, 8, 10, 12, 15-17) zostalo wyizolowanych przeze mnie z
badanego materiatu ros§linnego po raz pierwszy. Wiekszo$¢ ze zidentyfikowanych zwigzkow
(1-7, 9 oraz 16) wlaczajac rzadko wystgpujaca w roslinach siarczanowa pochodng ramnazyny
(16) byla opisywana jako skladniki wyciagéw przygotowywanych z ziela rdestu
ostrogorzkiego [41-43]. Fakt ten jest kolejnym dowodem (poza badaniami filogenetycznymi)
potwierdzajacym bliskie pokrewienstwo obu ro$lin. Trzy =z wyizolowanych i
identyfikowanych przeze mnie zwigzkow (8, 10 oraz 17) wydaja si¢ mie¢ szczegdlne
znaczenie chemotaksonomiczne. Obecno$¢ pochodnych kemferydu, ale nie samego
kemferydu, w zielu rdestu ptasiego zostala opisana przeze mnie wczesniej [18, 44]. Wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan sa drugim dowodem na obecno$¢ kemferydu w obrebie
rodzaju Polygonum sensu lato jak 1 w calej rodzinie Polygonaceae. Ponadto, wyizolowany
przeze mnie flawonoid begdacy 3-O-glukozydem 8§-O-metylogosypetyny (10) jest rzadkim
zwigzkiem pochodzenia naturalnego i do tej pory jego obecno$¢ zostata stwierdzona tylko raz
w kwiatach Erica cinerea L. [45] czyli w roélinie calkowicie taksonomicznie
niespokrewnionej z badanym przeze ze mnie surowcem. Zwigzek ten moze mie¢ znaczenie
jako  potencjalny marker chemotaksonomiczy dla rdestu tagodnego. Wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan takze po raz pierwszy wykazaly, ze jednym z
dominujacych flawonoidow z badanym materiale jest 3-O-(2°’-O-ksylopiranozylo)-
ramnopiranozyd kwercetyny (17). Zwiazek ten byt stwierdzony w kilku innych surowcach
roslinnych spoza gatunkéw zaliczanych do rodziny rdestowatych. Poniewaz wspomniany
flawonoid wystepuje w zielu rdestu lagodnego jako dominujacy skiadnik moze by¢
uzytecznym markerem chemotasonomicznym pozwalajagcym na rozréznienie badanego

przeze mnie gatunku od innych blisko spokrewnionych taksondw.

Opracowanie metod analitycznych oraz kompleksowa analiza sktadu jakosciowego i
ilosciowego korzenia weiymordu czarnego (Scorzonera hispanica) oraz mlodych pedow

parzydta lesnego (Aruncus dioicus).

Wezymord czarny (Scorzonera hispanica L.) jest wieloletnig rosling zielng nalezaca do
rodziny astrowatych (Asteraceae) [13, 17]. Korzen w¢zymordu byt tradycyjnie stosowany
jako tagodny $rodek pobudzajacy trawienie, zwickszajacy perspiracje oraz jako tagodny
diuretyk [46]. W medycynie ludowej korzen wezymordu byt uzywany jako antidotum na
ukaszenia wezy [13]. Obecnie korzen wezymordu zyskat pozycje popularnego warzywa

okreslanego mianem substytutu szparagdéw [13]. Niewiele jednak jest wiadomo na temat jego
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sktadu chemicznego. Przeprowadzone badania fitochemiczne dowiodly, Ze cz¢éci podziemne
wezymordu zawieraja seskwiterpenoidy oraz lignany [47, 48]. Brak jest natomiast
jakichkolwiek badan dotyczacych sktadu chemicznego cz¢éci nadziemnych tej rosliny. Celem
przeprowadzonych przeze mnie badan bylo opracowanie zwalidowanej metody analitycznej
przeznaczonej do analizy jakos$ciowej i1 ilosciowej gtéwnych skladnikéw hydrofilowych
wyciagdw przygotowanych z nadziemnych i podziemnych cz¢$ci wezymordu. Zajatem sie
réwniez izolacja 1 badaniem aktywnos$ci biologicznej zwigzkéw zawartych w lipofilowym
wyciagu otrzymanym z korzeni wezymordu.

Pierwszym etapem prowadzonych przeze mnie prac byla izolacja gtéwnych sktadnikow
wyciggu przygotowanego poprzez ekstrakcje zliofilizowanych korzeni wezymordu octanem
etylu. Wstgpny rozdziat przygotowanego wyciagu przeprowadzilem na kolumnie wypetnione;j
zelem krzemionkowym. Kolejne etapy rozdzialu otrzymanych frakecji byly oparte na
chromatografii z uzyciem zloza Sephadex LH-20. Do ostatecznego oczyszczania uzylem
wysokosprawnej preparatywnej chromatografii cieczowej. W efekcie z badanego materiatu
wyizolowatem 12 gltéwnych skladnikéw o charakterze lipofilowym. Wséréd wyizolowanych
zwigzkow zidentyfikowatem przy pomocy metod spektralnych (gléwnie na podstawie
eksperymentow 1D i 2D NMR) jeden lignan (syringarezynol), cztery pochodne kwasoéw
thuszczowych, dwie pochodne kurkumenalu (Rys. 5) oraz pi¢¢ rzadkich pochodnych

bisabolanu (Rys. 5).

Rysunek 5 Struktura chemiczna wyizolowanych i zidentyfikowanych pochodnych bisabolanu (2-6) oraz kurkumenalu
(12-13). Zachowano numeracj¢ pochodzaca z publikacji H3).

Z wyjatkiem syringarezynolu oraz puliglutonu (5) obecno$¢ wszystkich
wyizolowanych przeze mnie zwigzkow zostata potwierdzona w korzeniu we¢zymordu po raz

pierwszy. Jeden zwigzek (2) zostat przeze mnie wyizolowany i zidentyfikowany jako nowa
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substancja pochodzenia naturalnego. Syringarezynol oraz pochodne bisabolanu (2-6) zostaly
uzyte do badania ich potencjalnych witasciwosci cytotoksycznych w stosunku do linii
komorek nowotworowych (we wspotpracy dr Karin Johrer z Tyrolean Cancer Center). W
przeprowadzonych wstepnych badaniach antyproliferacyjnych in vitro wykazano, ze
syringarezynol oraz zwiazki (5 i 6) wykazuja obiecujaca aktywno§¢ w stosunku do ludzkich
komorek nowotworu jelita grubego.

Kolejng czgécig przeprowadzonych przeze mnie prac bylo opracowanie metody
chromatograficznej pozwalajacej na identyfikacj¢ i oznaczenie zawartos$ci poszczegolnych
polifenoli w korzeniach i cz¢$ciach nadziemnych we¢zymordu czarnego. Z uzyciem metody
HPLC-DAD-MS’ przeprowadzitem analize jako$ciowa wyciagow przygotowanych z probek
badanego materiatu. Wykrylem w sumie 12 polifenoli nalezacych do grupy flawonoidow
(pochodnych kwercetyny i kemferolu) oraz kwasow fenolowych (gltéwnie pochodnych kwasu
kawoilochinowego). Szczegdlowe dane dotyczace wykrytych i zidentyfikowanych zwigzkow
zawiera tabela 3 publikacji H3. Po zakonczeniu analizy jakosciowej podjatem probe
opracowania i zwalidowania metody oznaczania wykrytych zwigzkéw stosujac metode HPLC
z detekcja spektrofotometryczng oraz z uzyciem detektora wyladowan koronowych. Wykryte
zwigzki oznaczytem jako ekwiwalenty cynaryny (dla wykrytych kwasow fenolowych) oraz
kwercetyny (dla wykrytych flawonoli). Prowadzone badania doprowadzity do wyznaczenia
glownych parametrow walidacyjnych zgodnie z wymaganiami ICH 1 pokazaly, ze
opracowana metoda moze by¢ rutynowo stosowana do analizy skladu probek ekstraktow
przygotowywanych z czeéci nadziemnych i1 korzenia wezymordu (dane walidacyjne
przedstawilem w tabeli S1 i S2 publikacji H3). Otrzymane wyniki wykazaly, ze zar6wno
korzen jak 1 ziele wezymordu zawiera pochodne kwasu kawoilochinowego (kwas
chlorogenowy oraz trzy izomeryczne kwasy dikawoilochinowe) jako dominujace sktadniki.
Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku ziela dodatkowo oznaczono szereg zidentyfikowanych
wczesniej flawonoidow, ktore nie byly obecne w probkach korzenia. Szczegétowe dane
dotyczace zawartosci poszczegdlnych zwiazkéw zawiera tabela 4 publikacji H3. Dane
dotyczace walidacji metody przedstawilem w tabelach S1 1 S2 publikacji H3.

Poniewaz wykryte zwiazki polifenolowe zostaly przeze mnie oznaczone z uzyciem
dwoch roznych detektorow (DAD oraz CAD), kolejnym aspektem pracy bylo poréwnanie
wynikow uzyskanych przy pomocy obu urzadzen. Dane dotyczace zawarto$ci zwigzkow
zostaly zamieszczone w tabeli 4 publikacji H3. Analizujac otrzymane wyniki stwierdzitem, ze
w niektorych przypadkach oznaczone zawartosci stosujac obie metody detekcji s3 znaczaco

rézne. Nalezy przy tym zwréci¢c uwage, ze CAD jest przedstawiany jako detektor o
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uniwersalnej odpowiedzi tzn. w trakcie analizy przy uzyciu detektora CAD sygnal uzyskany
dla substancji o rdéznej strukturze chemicznej wystepujacych w tym samym st¢zeniu w
badanym materiale powinien by¢ jednakowy. W swojej wczesniejszej pracy wykazalem, ze
faktycznie taka sytuacja ma miejsce jesli porownujemy warto$ci otrzymane przy uzyciu CAD
dla zwigzkow nalezacych do tej samej grupy chemicznej o nieznacznie rdéznigcej si¢ masie
czasteczkowej [20]. W przypadku detekcji spektrofotometrycznej (np. z uzyciem DAD), jesli
nie dysponujemy wzorcem chemicznym, to zawarto$¢ danej substancji jest podawana jako
ekwiwalenty stosowanego wzorca. Jak wczesniej wspomnialem w trakcie oznaczania
polifenoli w wyciggach z wezymordu uzywatem wzorcOw zewngtrznych (cynaryny i
kwercetyny), stad tez obserwowane rdéznice w zawartosci poszczegoOlnych sktadnikow
wynikajace z danych otrzymanych przy pomocy DAD oraz CAD sa jak najbardziej
oczekiwane. W prezentowanej pracy po raz kolejny przedstawitem mozliwo$¢ praktycznego
zastosowania detekcji CAD w oznaczaniu ilosciowym polifenoli.

Parzydto le$ne [Aruncus dioicus (Walter) Fernald] jest wieloletnig rosling zielng nalezaca
do rodziny rézowatych (Rosaceae) [49]. W stanie naturalnym wystepuje w lasach Europy,
Azji oraz Ameryki Pélnocnej. Mlode pedy parzydia sa pozyskiwane na terenie Tyrolu oraz
Potocnych Wtoch i sg stosowane w kuchni jako substytut szparagéow [50, 51]. W dostepnym
pisSmiennictwie brak jest informacji dotyczacych sktadu chemicznego miodych pedow
Arincus dioicus. Istniejg jedynie doniesienia dotyczace sktadu dorostych czes$ci nadziemnych
1 podziemnych tej rosliny dowodzace, iz zawieraja one flawonoidy, kwasy fenolowe, sterole,
kwasy tluszczowe oraz monoterpenoidy [52-54]. Istnieje przekonanie, ze zebrane w
nieodpowiednim okresie roku pedy parzydia moga by¢ niejadalne a nawet trujace. Znajduje to
potwierdzenie w badaniach dowodzacych, iz li§cie 1 korzenie Aruncus moga by¢ zrodiem
glikozydu cyjanogennego — prunazyny [55].

Celem prowadzonych przeze mnie badan bylo opracowanie kompleksowej metody
analizy jako$ciowej i ilosciowej zwigzkow polifenolowych wystepujacych w mtodych pedach
parzydta lesnego na réznych etapach wegetacji. Podjatem réwniez probe weryfikacji, czy
badany material zawiera cyjanogenng prunazyn¢ i czy jej zawarto$¢ zmienia si¢ wraz z
rozwojem rosliny.

Badany materiat zostat zebrany na czterech réznych etapach wegetacji w kwietniu 2014
roku w polnocnych Wtoszech przez dra. Pietro Fusaniego z Consiglio per la Ricerca in
Agricoltura e l'analisi Dell'economia Agraria, Unita di Ricerca per il Monitoraggio e la
Pianificazione Forestale. Zwiazki polifenolowe wyst¢pujace w milodych pedach zostaly

przeze mnie zidentyfikowane z uzyciem metody HPLC-DAD-MS na podstawie widm UV-

18



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Sebastiana Granicy

Vis oraz widm MS. Wykrytem 24 zwigzki nalezace do grupy flawonoidoéw (pochodne
kwercetyny 1 kemferolu) oraz kwaséw fenolowych (gtéwnie pochodne kawoiloglukozy).
Szczegotowe dane dotyczace zidentyfikowanych substancji zawarlem w tabeli 3 publikacji
H7. Obecno$¢ wszystkich zidentyfikowanych zwigzkéw w mtodych pedach parzydta lesnego
zostala potwierdzona po raz pierwszy. Nastepnie opracowatem i zwalidowalem metode
oznaczania iloSciowego 19 sposréd wykrytych zwigzkow (dane dotyczace zawartosci
poszczegolnych metabolitow wtornych zawiera tabela 2 a dane dotyczace walidacji tabele S2
i S3 publikacji H7). Poniewaz prunazyna jest zwigzkiem stabo absorbujacym
promieniowanie UV-Vis oraz ze wzglgdu na fakt, ze zwigzek ten wystgpowat w badanym
materiale w malych ilosciach jego oznaczanie przeprowadzitem z uzyciem metody HPLC-MS
monitorujac powierzchni¢ pod pikiem odpowiadajagcym nat¢zeniu jonéw charakterystycznych
dla prunazyny w polaryzacji dodatniej. Poniewaz badane probki pochodzity z ro$lin
znajdujacych si¢ na réoznym etapie wegetacji postanowilem przeanalizowaé ewentualne
zmiany w zawarto$ci sumy kwasow fenolowych (Rys. 6), sumy flawonoidéow (Rys. 7) oraz

prunazyny (Rys. 8) w zaleznosci o stadium rozwoju.
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Rysunek 8. Zawarto$¢ prunazyny w mlodych pedach parzydia lesnego w zaleznosci o stadium rozwoju.

Uzyskane wyniki wykazaly, Zze nie ma jasnej korelacji pomigdzy catkowita zawarto$cia
kwasow fenolowych a stadium rozwoju miodych pedéw (Rys. 6). W przypadku caltkowitej
zawartosci flawonoidow (Rys. 7) wykazalem, ze zawarto$¢ tej grupy zwiazkéw wzrasta wraz
badanym stadium wegetacji (obserwowane roéznice byly istotne statystycznie). Z
pisSmiennictwa wiadomo, ze podstawowa rola flawonoidéw jest ochrona ro$lin przed
promieniowaniem UV. Wiadomo réwniez, ze zawarto$¢ tej grupy zwiazkow ros$nie wraz z
czasem ekspozycji rosliny promieniowanie stoneczne. Stad tez zaobserwowany przez mnie
trend w $wietle przeprowadzonych wczesniej badan jest jak najbardziej oczekiwany [56].
Najwazniejszym cz¢$cig prowadzonych przeze mnie badan dotyczacych mtodych pedow
parzydta lesnego jest okreSlenie zawartosci szkodliwego dla zdrowia glikozydu
cyjanogennego — prunazyny na roéznych etapach wegetacji tej rosliny (Rys. 9). Zgodnie z
ludowymi przestankami mtode pedy parzydia nadaja si¢ do spozycia do momentu, gdy
wytworzg pierwsze zielone liscie. Jednakze w piSmiennictwie brak jest naukowego
potwierdzenia tej przestanki. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze wraz z
rozwojem pedow nastgpuje najpierw spadek zawartosci prunazyny (Il etap wegetacji) a
nastgpnie stopniowy wzrost zawartosci tego zwigzku (III i IV etap). Rosliny na IV etapie
badanym etapie maja juz rozwini¢te pierwsze zielone liscie i zgodnie z ludowymi
przestankami nie nadaja si¢ do spozycia. Wykazatem réwniez, ze Il badany etap rozwoju jest
najlepszym momentem do zbioru miodych pedow do celow kulinarnych ze wzgledu na

najnizsza zawarto$¢ oznaczanego zwigzku.
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Analiza chromatograficzna wyciggow przygotowanych z roslin z rodzajow weiymord
(Scorzonera) oraz kozibréd (Tragopogon) pod kgtem powigzan chemotaksonomicznych;
izolacja gtownych sktadnikow polifenolowych z czesci nadziemnych Tragopogon tomassinii

oraz ocena potencjalnej aktywnosci przeciwzapalnej wyizolowanych zwiazkow.

Podplemi¢ Scorzonerinae jest cze$cig rodziny astrowatych (Asteraceae) i zawiera takie
rodzaje jak Epilasia, Geropogon, Koelpinia, Pterachaenia, Scorzonera (we¢zymord),
Tournruxia oraz Tragopogon (kozibréd), co sumarycznie daje ok. 300 gatunkéw roslin [57].
Na terenie Europy wystepuja gatunki nalezace do rodzajow Scorzonera (ok. 28 gatunkow
wiaczajac rosliny nalezace do rodzaju Podospermum) oraz Tragopogon (ok. 20 gatunkow
wiaczajac rosliny nalezace do rodzaju Geropogon) [36]. Poprzednie badania wykazaty, ze
gatunki roslin nalezacych do podplemienia Scorzonerinae sa bogatym zrédiem polifenoli,
przede wszystkim kwasow fenolowych i1 flawonoidow [9, 58, 59]. Jak juz wczesniej
wspomniatem flawonoidy tradycyjne sa grupa zwigzkéw uzywang jako markery
chemotaksonomiczne dla wielu grup roslin.

Celem przeprowadzonych przeze mnie badan byly poszukiwania powigzan
chemotaksonomicznych w obrgbie roslin nalezacych do podplemienia Scorzonerinae
wystepujacych w stanie naturalnym na terenie Europy.

Do badan zgromadzitem (wspolnie z prof. Christianem Zidornem) probki siedmiu roslin
nalezacych do rodzaju Scorzonera, siedmiu roslin nalezacych do rodzaju Tragopogon oraz
jednej ro$lin nalezacej do rodzaju Geropogon (doktadne dane dotyczace poszczegdlnych
ro§lin zawartem w sekcji materiaty i metody publikacji H4). Z uzyciem HPLC-DAD-MS®
opracowalem metod¢ pozwalajaca na rozdziat glownych skladnikéw analizowanych probek.
Wykrytem i scharakteryzowatem siedmiu kwaséw fenolowych oraz 49 flawonoidow (tabela 1
publikacji H4). Analiza danych otrzymanych z detektora DAD, MS, pordéwnanie z
dostgpnymi wzorcami chemicznymi oraz piSmiennictwem pozwolily na okreslenie struktury
wszystkich siedmiu wykrytych kwasow fenolowych (1-7) oraz pi¢tnastu flawonoidow (8-22).
Struktury zidentyfikowanych polifenoli przestawia Rys. 9. Na podstawie pola powierzchni
pod odpowiednimi pikami (A=350 nm) oszacowalem takze zawarto$¢ wykrytych zwigzkow.
Ze wzgledu brak oczywistych réznic pomig¢dzy analizowanymi probkami roslin oraz na
poziom skomplikowania otrzymanych wynikéw dane zostaly poddane obrobce statystycznej z
uzyciem metody analizy gtownych sktadowych (PCA) oraz diagraficznej metody
Czakowskiego (HCA).
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Przeprowadzona analiza otrzymanych wynikdw metodami chemometrycznymi nie
pozwolita na jednoznaczne zrdznicowanie pod wzgledem skladu chemicznego dwoch

badanych rodzajow roslin — Scorzonera oraz Tragopogon (Rys. 101 11).

RO
1: R, =R,=R; =H; R, = CAF o
2:R, =R,=R;=H; R, =FER
3:R, =R,=R, =H; Ry = CAF \
4:R;=R,=R;=H;R,=CAF HO *
5:R, =R,=H; R; =R, = CAF
6: R, =R;=H; R, =R, =CAF R=H: CAF = caffeoyl
7:R,=R;=H; R, =R, = CAF R = CHj;: FER = feroyl

8:R, =R, =Ry =Rs =Ry =R, =H; R, = GLC
9:R, =R, =Ry =R5=Rs=R;=H; R, =GLU
10: R, =R, =R; =R, =R¢=R;=H; Rg=GLC ARA = arabinofuranos?de
OR; 11:R;=R,=R;=R,=R¢=R;=H; Ry = GLC g/L% = gﬁiig“"iﬁ;ﬁ‘ﬁ‘e‘ie
12:R; =R, =R; =R, =Rs=R; =H; R; = OH GLU = ilucurr)(})lnide
13:R; =R, =Ry =R5=R;=H; Ry = GLG; Rg=OH  RHAGLC = (1"-6"0)-thamnoglucoside
14:R, =R, =R; = Ry =R, = H; R, = GLU; Rg = OH
15:R, =R, = R; = R, =R, = H; Ry = GLC; Rg = OH
16: R, =R, =R, = Rs=R;=H; Ry = GLC; R4 = OH
17:R,=R; =R, =Rs =R, = H; R, = O-ARA; R4 = OH
18: R, =R;=R,=Rs =R, = H; R, = 0-GAL; R4 = OH
19: R, =R;=R,=Rs =R, = H; R, = O-GLC; Rg = OH
20:R,=R;=R, =Ry =R, = H; R, = 0-GLU; R4 = OH
21:R, =R, =R, =R;=R, = H; R, = 0O-RHAGLU; R4 = OH
22:R,=R;=R,=R;=R;=H; R, = 0-GLC; Rg = OCH,

Rysunek 9. Wzory chemiczne zidentyfikowanych zwiazkéw.
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Rysunek 10. Dendrogram otrzymany w wyniku analiza HCA otrzymanych wynikow.
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Rysunek 11. Wykres 3-D wynikéw otrzymanych poprzez analiz¢ danych metoda PCA.

Jedyna grupa o podobienstwie powyzej 50% w analizie HCA (Rys. 10) jest grupa
zawierajaca trzy gatunki roslin nalezacych do rodzaju kozibrod (7. minor, T. orientalis oraz T.
pratensis). Poczyniona obserwacja znajduje swoje potwierdzenie w pi§miennictwie, gdyz trzy
wspomniane taksony sg do siebie podobne pod wzgledem cech morfologicznych [60]. Bliskie
pokrewienstwo tych trzech gatunkow zostalo rowniez wykazane w badaniach
filogenetycznych [61]. Ponadto niektorzy autorzy zaliczaja te rosliny do tego samego gatunku
T. pratensis wyrdzniajac trzy podgatunki. Zaobserwowane podobienstwo zostato
potwierdzone takze przez wyniki analizy PCA (Rys. 11), w ktorej te same trzy gatunki
utworzyly zwarta grupe (III). Analiza PCA pozwolita na wyodr¢bnienie dodatkowych pigciu
grup jednakze nie majg one swoich ewidentnych odpowiednikéw w analizie HCA. Z tego tez
wzgledu wycigganie dodatkowych wnioskow dotyczacych przeprowadzonych badan byto
niewskazane, a nawet niemozliwe.

Przeprowadzone przeze mnie analizy HPLC wykazaty, Ze jedng z ro$lin o najciekawszym
1 najlepiej rokujacym pod wzgledem badan fitochemicznych skladzie jest Tragopogon
tommasinii. Stad tez w dalsze moje badania postanowitem poswieci¢ analizie sktadu i izolacji
gléwnych zwiazkow wystepujacych w czesciach nadziemnych tej rosliny.

Tragopogon tommasinii Sch. Bip. jest wieloletnig rosling zielng o wysokosci od 40 do 70
cm, posiadajaca kwiaty zebrane w duze gtowki (4-5 cm) wystepujaca jako endemit na terenie
dawnej Iryrii tj. od potnocnych krancéw obecnych Wloch az do poédinocnej czgsci
wspotczesnej Grecji [62]. Roslina ta jest morfologicznie bardzo podobna do kozibrodu
takowego (Tragopogon pratensis), cho¢ moze by¢ tatwo od niego odrdzniona m. in. po
[62]. W

charakterystycznym wetnistym owtlosieniu wystepujacym u nasady lisci
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pismiennictwie brak jest jakichkolwiek doniesien dotyczacych skladu chemicznego
wybranego przeze mnie gatunku kozibrodu. Inne badania dotyczace metabolitéw wtérnych
wystepujacych w rodzaju Tragopogon wykazaty, ze rosliny do niego nalezace sg zrodtem
kwasow fenolowych, flawonoidow, triterpenodw i steroli [58, 59, 63, 64]. Ostatnie doniesienia
wykazaly, ze niektore z gatunkéw nalezacych do omawianego rodzaju zawierajg takze szereg
cieckawych pod wzgledem fitochemicznym zwigzkow skalsyfikowanych jako stilbenoidy,
ftalidy oraz pochodne dihydroizokumaryny [65-67].

Celem zaplanowanych 1 przeprowadzonych przeze mnie badan byla izolacja i
identyfikacja gtownych zwiazkéw wystepujacych w czgsciach nadziemnych Tragopogon
tommasinii ze szczegdlnym uwzglgdnieniem wspomnianych powyzej grup metabolitow
wtornych.

Materiat do badan zostatl zebrany i zidentyfikowany przez prof. Christiana Zidorna w
czerwcu 2009 roku na terenie Stowenii. Z wysuszonych i zmielonych cz¢$ci nadziemnych
przygotowatem ekstrakt metanolowy. Surowy wyciag zostal przeze mnie rozfrakcjonowany
poprzez ekstrakcje rozpuszczalnikami o wzrastajacej polarno$ci. W moich badaniach zajatem
si¢ pozostato$cig otrzymang po wytrzasaniu z uzyciem octanu etylu. Izolacje zwigzkoéw
zawartych w wybranej frakcji przeprowadzitem z uzyciem chromatografii kolumnowej
poczawszy od rozdzialu na kolumnie wypelnionej zelem krzemionkowym, a skohczywszy na
doczyszczaniu  poszczegélnych zwigzkow metoda wysokosprawnej preparatywnej
chromatografii cieczowej (szczegoély prac izolacyjnych zawarlem w materialach i metodach
publikacji HS). Efektem przeprowadzonych badan bylo wyizolowanie i zidentyfikowanie
glownych 21 zwiazkow (1-21) wystepujacych w przygotowanym ekstrakcie. Cz¢$¢ z nich (12
substancji) stanowily proste i wykryte wcze$niej w badaniach HPLC (patrz publikacja H4)
kwasy fenolowe (pochodne kwasu kawoilochinowego) oraz flawonoidy z grupy flawondow i
flawonoli. Wyizolowatem takze szereg rzadkich metabolitow wtérnych nalezacych do grupy
stilbenoidéw (13-15, Rys. 12), ftalidow (16-18, Rys. 13), pochodnych kanabispiradienonu
(19-20, Rys. 14) oraz pochodnych sperminy (21).

Struktury chemiczne otrzymanych zwigzkéw zostaly ustalone z uzyciem technik
spektroskopowych i spektrometrycznych takich jak: 1 1 2D NMR, CD oraz HR-MS. Wérod
wyizolowanych substancji zidentyfikowalem siedem nowych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego (13-15 oraz 17-20). Przeprowadzone badania potwierdzity, ze rosliny w rodzaju
Tragopogon sa zrodtem ciekawych i1 rzadkich stilbenoidow, ktore do chwili obecnej byly

wykryte w gatunkach roslin nalezacych do podplemienia Scorzonerinae.
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Rysunek 14. Struktury chemiczne wyizolowanych i zidentyfikowanych pochodnych kanabispiradienonu (19-20).
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Najwigkszym osiggnigciem opisywanych badan jest wyizolowanie i1 potwierdzenie
struktury glikozydow bedacych pochodnymi kanabipiradienonu. Tego typu zwiazki byly
wykryte w roslinach z rodzaju konopia (Cannabis), jednakze nigdy w formie glikozylowane;j
[68]. Niniejsza praca jest pierwszym dowodem na wystgpowanie pochodnych
kanabispiradienonu poza rodzajem konopia.

Ze wzgledu na fakt, ze wyizolowane stilbenoidy (13-15), ftalidy (16-18) oraz pochodne
kanabispiradienonu (19-20) sg rzadkimi zwigzkami pochodzenia naturalnego oraz biorac pod
uwage, ze W pismiennictwie stwierdzono, iz zwiazki o podobnej strukturze moga mieé
wlasciwosci przeciwzapalne [69, 70], postanowitem zbada¢ wplyw wyizolowanych substancji
(13-20) na produkcje prozapalnych czynnikéw przez stymulowane neutrofile ludzkie.
Ocenitem wptyw zwigzkéw w stezeniu 50 uM na produkcje i uwalnianie interleukiny 8 (IL-
8), interleukiny 1B (IL-1B), czynnika martwicy nowotworéw alfa (TNF-a) oraz
metaloproteinazy macierzy 9 (MMP-9). Wykazatem, Ze niektére z badanych zwigzkéw
(szczegdlnie zwigzki 15, 18 1 20) wykazuja interesujacy profil dzialania przeciwzapalnego
(otrzymane wyniki prezentujg wykresy 8, 9, 10 1 11 publikacji H5). Nalezy jednak zwrécié
uwage, ze przeprowadzone eksperymenty maja charakter badan wstepnych pozwalajacych
jedynie na wytypowanie zwigzkow, ktére w przyszioSci moga zosta¢ uzyte w dalszych
badaniach biologicznych.

NajwaZniejsze osiggniecie prowadzonych przeze mnie prac:

* wyizolowanie 1 zidentyfikowanie o$miu nowych zwigzkéw pochodzenia
naturalnego spos$rod 41 wyizolowanych substancji nalezacych do grupy kwasow
fenolowych, flawonoidow, ftalidow, stilbenoidow, pochodnych
kanabispiradienonu, lignandw oraz monoterpenoidow

* przeprowadzenie badan pod katem aktywno$ci biologicznej czgsci z
wyizolowanych zwigzkow, wykazanie potencjalnego dziatania
przeciwnowotworowego monoterpenoidow i lignanu z korzenia w¢zymordu oraz
potencjalnego dziatania przeciwzapalnego stilbenoidow otrzymanych z cze$ci
nadziemnych Tragopogon tomassinii; wyizolowane zwiazki po przeprowadzeniu
dalszych badan moga stanowi¢ ciekawe struktury wyjsciowe do otrzymywania
substancji o silniejszej 1 ukierunkowanej aktywnosci biologiczne;j

e opracowanie kompleksowych metod oceny sktadu jakosciowego i iloSciowego
dwdch substancji ro§linnych (Polygoni avicularis herba oraz Agrimoniae herba) —

wskazanie na konieczno$¢ ponownego opracowania metod potwierdzania
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tozsamo$ci 1 standaryzacji ro$linnych surowcoéw leczniczych z uzyciem
nowoczesnych metod analitycznych

* poszerzenie wiedzy dotyczacej mozliwosci zastosowania detektora wytadowan
koronowych (CAD) w ilosciowej analizie fitochemicznej

* udokumentowanie i omowienie powigzan chemotaksonomiczych w wybranych
surowcach ro$linnych nalezacych do rodzajow Agrimonia, Scorzonera,
Tragopogon oraz Persicaria — wskazanie mozliwo$¢ wykorzystania obecnosci
niektoérych zwigzkow polifenolowych jako marketow chemotaksonomicznych w

badanym materiale
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5. Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

a) dziatalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Swoja dzialalno§¢ naukowa rozpoczatem w studenckim kole naukowym przy Katedrze
Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii. Prowadzilem badania dotyczace sktadu
chemicznego wyciaggu wodnego przygotowanego z odtluszczonych nasion wiesiotka
dziwnego (Oenothera paradoxa Hudziok), ktore zaowocowaly praca magisterska. Czes¢
uzyskanych wynikow zostata opisana w publikacji O24. W trakcie prac w kole naukowym
zajmowalem si¢ réwniez izolacja makrocyklicznego elagotanoidu (oenoteiny B), ktorej
aktywno$¢ biologiczna byta przedmiotem dalszych prac prowadzonych w macierzystej
jednostce 1 zostata opisana w pracy 023. Nastepnie w zwigzku z wykonywang na drugim
kierunku studiow pracg dyplomowa zajmowalem si¢ izolacja furanokumaryn, glownie
imperatoryny z nasion arcydziggla litwora (Angelica archangelica L.). Czg¢$¢ z uzyskanych
wynikow byla podstawa publikacji O25. Wyizolowana imperatoryna oraz ksantotoksyna
postuzyly jako substraty w syntezie chemicznej majacej na celu otrzymanie potencjalnych
inhibitorow acetylocholinoesterazy i butyrylocholinoesterazy. Otrzymane zwigzki oraz ich
badania biologiczne byly podstawa mojej pracy magisterskiej na Wydziale Chemii UW.
Wyniki badan znalazty odzwierciedlenie w postaci artykulu O14 oraz byly prezentowane na
konferencji zagranicznej w postaci plakatu K30.

Moje dalsze badania naukowe byly zwigzane z wykonywang w Katedrze
Farmakognozji i1 Molekularnych Podstaw Fitoterapii praca doktorska. Poczatkowo
zajmowalem si¢ izolacja zwiazkdéw polifenolowych z czgéci nadziemnych wiesiotka
Hoelshera (Oenothera hoelsheri Renner ex. Rostanski) oraz czartawy pospolitej (Circaea
lutetiana L.). Wyizolowatem i zidentyfikowalem 32 zwigzki polifenolowe bedace gtownymi
sktadnikami badanych wyciagéw. Wiekszos¢ z otrzymanych zwigzkoéw zostata wyizolowana
po raz pierwszy z badanego materiatu. Wskazalem na mozliwo$¢ wykorzystania niektérych z
wykrytych substancji jako markerow chemotaksonomicznych dla obu badanych rodzajow.
Wyniki tych badan byly przedmiotem publikacji O13 oraz O21, a takze byly prezentowane w
postaci plakatu na konferencji mi¢dzynarodowej K37.

W kolejnym etapie pracy doktorskiej przygotowatem i scharakteryzowalem metodami
chromatograficznymi wyciagi z ziela wiesiotka dwuletniego (Oenothera biennis L.) i
dziwnego oraz okreslilem ich wlasciwosci przeciwutleniajace 1 przeciwzapalne.
Potwierdzilem, Ze oba ekstrakty majg zdolno$¢ do wymiatania reaktywnych form tlenu oraz

syntetycznego rodnika DPPH w wybranych modelach in vitro. Oba wyciagi wykazaty
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réwniez wiasciwosci przeciwzapalne poprzez hamowanie aktywnosci dwoch enzymow
prozapalnych — hialuronidazy i1 lipooksygenazy. Wskazalem na potencjalng mozliwosé
wykorzystania odpadow po produkcji nasion wiesiotka, jakimi sg cz¢$ci nadziemne obu ro$lin
jako materiatu do otrzymywania wyciaggéw o udowodnionej aktywnos$ci biologicznej,
mogacych znalez¢ zastosowanie w lecznictwie lub jako dodatki do produkcji kosmetykow.
Otrzymane wyniki zostaly opisane w pracy naukowej O11 oraz byly prezentowane na
konferencjach zagranicznych K31 oraz K33. Kolejnym etapem prowadzonych badan byto
zbadanie wlasciwosci biologicznych wyciagu z ziela czartawy pospolitej pod katem
uzasadnienia jego tradycyjnego stosowania jako $rodka $ciagajacego i przeciwzapalnego.
Potwierdzilem, ze wyciag z czartawy pospolitej posiada wysoki potencjal przeciwutleniajacy
oraz wlasnosci przeciwzapalne. Efekty prowadzonych badan zostaty opublikowane w pracy
oryginalnej O16. Otrzymane wyniki sg pierwszym doniesieniem dotyczacym wilasnosci
biologicznych wyciagdéw z cze$ci nadziemnych wiesiotka oraz czartawy. W trakcie
przygotowywania rozprawy doktorskiej opracowatem rowniez pierwsza zwalidowang metode
oznaczania ilo§ciowego oenoteiny B z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja UV-Vis. Udowodnitem, Zze opracowana metoda z powodzeniem moze
znalez¢ zastosowanie w standaryzacji i kontroli jako$ci surowcow roslinnych nalezacych do
rodziny wiesiotkowatych (Oenotheraceae), ktére sa bogatym zrodtem tego zwigzku.
Opracowana metoda i1 jej zastosowanie zostaty opublikowane w artykule 020. Ostatnim
etapem prac zwigzanych z rozprawa doktorska bylo przygotowanie przeze mnie obszernego
przegladu piSmiennictwa dotyczacego sktadu oraz udokumentowanych dziatan surowcow
ro$linnych nalezacych do rodzaju wierzbowka/wierzbownica (Epilobium). W przygotowane;j
pracy pogladowej podsumowalem réwniez dane dotyczace aktywno$ci biologicznych
oenoteiny B jako zwigzku, ktory jest wskazywany jako odpowiedzialny za obserwowang
aktywno$¢ biologiczng wyciagéw przygotowywanych z wierzbowki/wierzbownicy.
Opracowany materiat zostat opublikowany w postaci pracy przegladowej R3.

W trakcie wykonywania pracy doktorskiej zajalem si¢ rodwniez synteza urolityn,
bedacych metabolitami elagotanoidow wystepujacych w roslinach leczniczych oraz Zzywnosci.
Otrzymane zwiagzki postuzyly do badan biologicznych prowadzonych w macierzystej
jednostce. Otrzymane wyniki zostaty ujete w trzech publikacjach (O8, O18 oraz 022) oraz
byly prezentowane na licznych konferencjach migdzynarodowych (K6, K10, K13, K16, K18,
K22, K24, K25, K27, K29 oraz K35).

Bratem takze udzial w innych badaniach prowadzonych w macierzystej jednostce.

Bratem udziat w okresleniu aktywnos$ci antyoksydacyjnej wyciaggu wodnego z lisci ligustra
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pospolitego (Ligustrum vulgare L.). Efektem tych badan jest praca naukowa Q10 oraz
doniesienie zjazdowe K32. Z uzyciem HPLC-DAD-MS charakteryzowatem rowniez sktad
chemiczny czg¢éci nadziemnych nasturcji wigkszej (Tropaeolum majus L.). Wyniki badan
zostaly opublikowane w pracy O9 oraz byly prezentowane na konferencji mi¢dzynarodowe;
K34. Bralem roéwniez udzial w pracach nad izolacja zwiazkéw garbnikowych z korzeni
kuklika pospolitego (Geum urbanum L.). Uzyskane rezultaty zostaly zawarte w pracy
oryginalnej O7 oraz doniesieniu zjazdowym K11.

Kolejnym aspektem moich badan prowadzonych w Katedrze Farmakognozji i
Molekularnych Podstaw Fitoterapii WUM bylo opracowanie i zwalidowanie pierwszej
metody wykorzystujacej UHPLC-CAD przeznaczonej do oznaczania elagotanoidow w zielu
krwawnicy (Lythri hebra). W swoich badaniach zajalem si¢ problemem mozliwosci
wykorzystania 1 ograniczeniami detektora wyladowan koronowych (CAD) w analizie
ilosciowej elagotanoidow. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w pracy O4 oraz byly
przedmiotem prezentacji na konferencjach zagranicznych K11 oraz K1S5.

Przed uzyskaniem stopnia doktora prowadzitem réwniez badania we wspOtpracy z
innymi jednostkami naukowymi. We wspotpracy z dr hab. Michatem Tomczykiem (Zaktad
Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku) okreslitem sktad chemiczny
wyciagow przygotowanych z czeéci nadziemnych Drymocallis rupestris. Uzyskane wyniki
zostaty ujete w publikacji O19.

Ostatnig czgécig badan prowadzonych przed uzyskaniem stopnia doktora byly prace
zwigzane z badaniem sktadu chemicznego czg$ci nadziemnych rdestu ptasiego (Polygonum
aviculare L.) oraz rzepiku pospolitego (Agrimonia eupatoria L.). Wyniki prowadzonych
przeze mnie badan nie byly zwigzane tematycznie z przygotowywang rozprawg doktorska
stanowigc przygotowanie oraz fundament przedstawianego w niniejszym autoreferacie
osiggnigcia naukowego bedacego podstawa postepowania o nadanie stopnia doktora
habilitowanego nauk farmaceutycznych, jednakze ze wzgledow formalnych (prace
opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora) nie zostaly wiaczone do opisywanego
osiggnigcia.

Z uzyciem HPLC-DAD-MS opracowatem metod¢ analizy jako$Sciowej wyciagow
przygotowywanych z ziela rdestu ptasiego. Wykazalem, Zze badany material roslinny poza
dotychczas opisywanymi w pis$miennictwie zwigzkami zawiera rowniez wiele polifenoli nie
stwierdzonych wczesniej w tym surowcu. Wykrytem 24 zwigzki flawonoidowe, z czego 12
sktadnikow zostalo w peini zidentyfikowanych, a kolejne 11 udato si¢ czgSciowo

scharakteryzowa¢. Nowos$cia w omawianej pracy jest fakt stwierdzenia obecnosci
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glukuronidéw  flawonolowych  pochodnych  mirycetyny, kwercetyny, kemferolu,
izoramnetyny oraz kemferydu jako dominujacych sktadnikow badanego ekstraktu. Do chwili
przeprowadzenia opisywanych badan w piSmiennictwie twierdzono, ze gtéwnymi zwigzkami
wystepujacymi w wyciagach z rdestu ptasiego sa proste glikozydy kwercetyny i kemferolu,
takie jak awikularyna, astragalina czy izokwercetryna. Otrzymane wyniki wskazaty na
konieczno$¢ podjgcia prac nad ponowng analizg fitochemiczng dobrze znanych i od dekad
stosowanych surowcow farmakognostycznych z uzyciem nowoczesnych technik
analitycznych. Rezultaty badan zostaly opublikowane przeze mnie w pracy O17 oraz byly
prezentowane na konferencjach migdzynarodowych K15 i K21.

Kontynuacja badan nad sktadem chemicznym ziela rdestu ptasiego bylo zajecie sie przeze
mnie izolacjg i okresleniem struktury zwigzkow polifenolowych wykrytych metoda HPLC-
DAD-MS w badanym materiale. Efektem prowadzonych prac fitochemicznych byto
wyizolowanie 11 zwigzkow bedacych glukuronowanymi pochodnymi flawonoli. Czg$¢ z
otrzymanych substancji zostala scharakteryzowana jako acetylowane glukuronidy
flawonolowe, ktore sa rzadko wystepujacymi metabolitami wtornymi. Trzy z otrzymanych
flawonoidow (dwie acetylowane pochodne glukuronidu kemferolu oraz acetyloglukuronid
izoramnetyny) zostaly wyizolowane i1 scharakteryzowane jako nowe zwigzki pochodzenia
naturalnego. Ze wzgledu na fakt, ze wyizolowane polifenole sa dominujacymi sktadnikami w
badanym materiale podjalem probg oceny ich potencjalnych wlasciwosci przeciwzapalnych z
uzyciem modelu wybuchu tlenowego stymulowanych neutrofili ludzkich wyizolowanych z
krwi obwodowej. Stwierdzilem, ze wszystkie badane zwigzki w st¢zeniach 1 1 10 uM maja
zdolno$¢ do hamowania produkcji reaktywnych form tlenu przez stymulowane neutrofile.
Udowodnitem, ze glukuronid kwercetyny oraz jego dwie acetylowane pochodne wykazuja
najsilniejszy efekt biologiczny w zastosowanym modelu badan. Uzyskane wyniki zostaly
opublikowane w pracy O12 oraz byly prezentowane w formie posteru na konferencji
zagranicznej K26.

W dalszych badaniach zajatem si¢ analizg fitochemiczng innego dobrze znanego surowca
farmakognostycznego — ziela rzepiku pospolitego (Agrimoniae eupatoriae herba). Skupitem
sic¢ na kompleksowej ocenie sktadu jakosciowego i ilosciowego tej substancji roslinnej
wykorzystujac metode HPLC-DAD-CAD-MS®. W trakcie prowadzonych badan wykrytem 24
zwigzki polifenolowe nalezace do grupy kwaséw fenolowych, pochodnych flawan-3-olu,
elagotanoidéw oraz flawonoidow. Stosujac metode spektrometrii mas zidentyfikowatem
catkowicie badz czesciowo wszystkie wykryte sktadniki analizowanych wyciggdéw. Obecnosé

o$miu zwigzkéw zostata stwierdzona przeze mnie w zielu rzepiku po raz pierwszy.
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Opracowalem 1 zwalidowalem pierwsza metode analityczng wykorzystujaca detekcje
spektrofotometryczng oraz detektor wyladowan koronowych przeznaczong do oznaczania
ilosciowego 14 polifenoli wystgpujacych w badanym materiale w najwyzszym st¢zeniu.
Porownujac wyniki uzyskane w trakcie analizy ilo§ciowej pochodzace z dwodch rdznych
detektorow przedyskutowalem zaobserwowane ograniczenia 1 problemy dotyczace
mozliwo$ci wykorzystania detektora wytadowan koronowych jako detektora o uniwersalne;
odpowiedzi w analizie fitochemicznej. Otrzymane wyniki badan opublikowatem w pracy
oryginalnej O15 oraz w postaci doniesien zjazdowych na konferencjach mi¢dzynarodowych
K11, K15 oraz K28.

b) dziatalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Moje dalsze prace naukowe byly przede wszystkim zwigzane z analiza fitochemiczng z
wykorzystaniem metody HPLC-DAD-MS. Zajmowatem si¢ takze badaniem aktywnoSci
biologicznej zwigzkéw pochodzenia naturalnego z uzyciem modeli stosowanych w
macierzystej jednostce.

Bralem udzial w analizie jako$ciowej wyciagow przygotowanych z Gaultheria
procumbens L. oraz Brassica oleracea L. we wspotpracy z dr Piotrem Michelem oraz prof.
UML Monika Olszewska z Zakladu Farmakognozji Uniwersytetu Medycznegi w Lodzi.
Czg$¢ otrzymanych wynikow zostato opublikowanych w pracy OS.

We wspotpracy z dr hab. Michalem Tomczykiem z Zakladu Farmakognozji UMB
zajmowalem si¢ analizg jako$ciowa wyciagdw przygotowanych z Rubus caesius L. oraz
sktadem wyciagdw z Potentilla thuringiaca Bernh.. Wykonane przeze mnie analizy HPLC-
DAD-MS do chwili obecnej zostaly opublikowane w formie doniesien zjazdowych K7 oraz
K12.

W  ramach wspolpracy z prof. Christianem Zidornem z Uniwersytetu w
Innsbrucku/Uniwersytetu w Kilonii zajmowatem si¢ rdwniez analizg sktadu chemicznego
wyciagow przygotowywanych z traw morskich (Posidonia oceanica L., Zostera marina L.,
Halophila stipulacea L. oraz Cymodocea nodosa (Ucria) Asch.).

Wraz z dr Katarzyng Szewczyk prowadzitem badania dotyczace analizy
chromatograficznej wyciagdéw przygotowanych z roslin nalezacych do rodzajow Impatiens,
Laserpitium oraz Pyrola. Cz¢$¢ z otrzymanych wynikow zostala przedstawiona na
konferencji migdzynarodowej K2.

W zwiazku z kierowanym przeze mnie grantem NCN (P3) zajmowatem si¢ wplywem

elagotanoidéw izolowanych z krajowych surowcoéw roslinnych na funkcje prozapalne
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neutrofili ludzkich w kontekscie prewencji i leczenia choréb jamy ustnej oraz przyzgbia. Poza
izolowanymi zwigzkami badalem réwniez wyciagi przygotowane z korzenia i klgcza kuklika
pospolitego, ktore zgodnie z pismiennictwem sg tradycyjnie stosowane w schorzeniach jamy
ustnej. Wykazalem, ze wyciagi roslinne bogate w garbniki, a takze izolowane z nich
elagotanoidy maja zdolno$¢ do modulowania funkcji prozapalnych neutrofili ludzkich.
Poniewaz neutrofile odgrywaja kluczowa rol¢ w przebiegu stanu zapalnego w obregbie jamy
ustnej otrzymane wyniki potwierdzaja zasadno$¢ stosowania produktow zawierajacych
elagotanoidy w zapobieganiu i leczeniu tego typu schorzen. Otrzymane rezultaty zostaly
opisane w pracach oryginalnych O1.

Zsyntetyzowane przeze mnie metabolity elagotanoidéw (urolityn) zostaty uzyte do badan
biologicznych na linii komérkowej mysich makrofagéw RAW 264.7. Otrzymane wyniki
zostaly opisane w pracy O2 oraz byly przedmiotem doniesienia zjazdowego K.

Bralem rowniez udzial w przygotowywaniu dwoch obszernych prac pogladowych
dotyczacych sktadu chemicznego, tradycyjnych zastosowan oraz dziatania biologicznego
ziela krwawnicy pospolitej (wraz z dr Jakubem Piwowarskim) oraz ro$lin z rodzaju Skimmia
(wraz z prof. Christianem Zidornem oraz prof. Francesco Epifano z Uniwersytetu “G.
D’Annunzio” Chieti-Pescara). Prace zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach
zagranicznych R1 oraz R2.

W ostatnim czasie moja uwaga skupita si¢ na izolacji 1 badaniu aktywnosci
przeciwzapalnej polifenoli wystepujacych w cze$ciach nadziemnych rdestu wezownika
[Persicaria bistorta (L.) Samp.]. Zajmuje si¢ rowniez izolacja i identyfikacja gltéwnych
sktadnikéw seskwiterpenowych oraz polifenolowych wystepujacych w  czg$ciach
nadziemnych sadzca konopiastego (Eupatorium cannabinum L.). W zwigzku z otrzymanym
grantem w ramach konkursu Sonata NCN rozpoczalem badania dotyczace sktadu, aktywnosci
przeciwzapalnej 1 przeciwbakteryjnej kwiatow lipy pozyskiwanych z réznych

farmakopealnych gatunkow tej rosliny.
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8. Udzial w miedzynarodowych lub krajowych konferencjach naukowych

K1. Granica, S. Variability of polyphenols in the medicinal plant material — Polygoni
avicularis herba (Eur. Ph.) by chromatographic methods. 4th International Conference
and Workshop — Plant — the source of research material. 20.09.2015-23.09.2015.
Lublin, Poland

K2. Szewczyk, K.; Zidorn, C.; Bogucka-Kocka, A.; Granica, S. Polyphenolic profile
of Impatiens L. Aerial parts extracts. 4th International Conference and Workshop —
Plant — the source of research material. 20.09.2015-23.09.2015. Lublin, Poland

K3. Granica, S.; Kigbowska, A.; Piwowarski, J.P.; Dudek, M.; Kiss, A.K. Effects of
selected tannins on neutrophils functions. Significance in periodontal diseases. 4th

International Conference and Workshop — Plant — the source of research material.
20.09.2015-23.09.2015. Lublin, Poland

K4. Granica, S.; Fusani, P.; Ziodrn, C.; Piwowarski, J.P.; Kiss, A.K. Isolation and
identifcation of monoterpenoids from Aruncus dioicus (Walter) Fernald. 4th

International Conference and Workshop — Plant — the source of research material.
20.09.2015-23.09.2015. Lublin, Poland

KS. Granica, S. Phytochemical investigations of Polygoni avicularis herba.
Quantification of phenolic compounds with UHPLC-CAD method. 63rd International
Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product
Research. 23.08.2015-27.08.2015, Budapeszt, Wegry

Kaé. Piwowarski, J.P.; Kiss A.K.; Granica, S.; Moeslinger, T. Influence of urolithins
on inflammatory response of RAW 264.7 murine macrophages. 63rd International
Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product
Research. 23.08.2015-27.08.2015, Budapeszt, Wegry

K7. Grochowski, D.M.; Wiater, A.; Pleszczynska, M.; Tomczykowa, M.; Granica, S.;
Tomczyk, M. In vitro anticariogenic effects of Rubus caesius extracts and their quality
evaluation by HPLC-DAD-MS® analysis. 63rd International Congress and Annual
Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research. 23.08.2015-
27.08.2015, Budapeszt, Wegry

KS8. Granica, S.; Piwowarski, J.P.; Kiss, A.K. The influence of tannins on the human
neutrophils' pro-inflammatory mediators. 63rd International Congress and Annual
Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research. 23.08.2015-
27.08.2015, Budapeszt, Wegry,

K9. Granica, S.; Piwowarski, J.P.; Randanzzo, A.; Schneider, P.; Zyzynska-Granica,
B.; Zidorn, C. Anti-inflammatory stilbenoids and cannabispiradienone derivatives
Tragopogon tommasinii Sch.Bip. from Tragopogon tommasinii Sch.Bip. 63rd
International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinel Plant and
Natural Product Research. 23.08.2015-27.08.2015, Budapeszt, Wegry, wystapienie
ustne

K10. Stanistawska, I.; Granica, S.; Kiss, A.K. Effects of urolithins on prostate cancer
cells and activity of antiandrogens. 63rd International Congress and Annual Meeting
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of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research. 23.08.2015-
27.08.2015, Budapeszt, Wegry

K11. Granica, S.; Piwowarski, J.P.; Kiss, A.K. Isolation of tannins from Agrimonia
eupatoria, Lythrum salicaria and Geum urbanum and their influence on the release of
elastase from stimulated human neutrophils — structure-activity studies. 62nd
International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and
Natural Product Research. 31.08.2014-04.09.2014, Guimaraes, Portugalia, Planta
Medica. 2014;80(16):P1L26

K12. Paduch, R.; Tomczyk, M.; Wiater, A; Dudek, A.; Pleszczynska, M.; Tomczykowa,
M.; Granica, S.; Grochowski, D.M.; Kowalski, P. The influence of extracts from
Rubus caesius leaves on human colon carcinoma cells cultured in vitro. 62nd
International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and
Natural Product Research. 31.08.2014-04.09.2014, Guimaraes, Portugalia, Planta
Medica. 2014;80(16):P1L37

K13. Piwowarski, J. P.; Granica S.,; Zwierzynska, M., Stefanska, J.; Kiss, A.K., Role of
human gut microbiota metabolism in the anti-inflammatory effect of traditionally used
ellagitannin-rich plant materials. 62nd International Congress and Annual Meeting of
the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research. 31.08.2014-
04.09.2014, Guimaraes, Portugalia, Planta Medica. 2014;80(16):P2B71

K14. Kummer, J.; Kiss, A.K.; Granica, S.; Melzig, M.F.; Identification of new phorbol
ester derivatives in extracts from Croton tiglium L. Seeds by UHPLC-MS/MS and the
approach of a quantification method after alkaline hydrolysis. 62nd International
Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product
Research. 31.08.2014-04.09.2014, Guimaraes, Portugalia, Planta Medica.
2014;80(16):P2032

K15. Granica, S.; Piwowarski, J. P.; Kigbowska, A.; Krupa, K.; Kiss, A.K; Phtochemical
investigations of Polygonum aviculare, Agrimonia eupatoria and Lythrum salicaria by
HPLC-DAD-MS’-CAD method — application of corona charged aerosol detection
(CAD) for analysis of plant phenolics. 62nd International Congress and Annual
Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research. 31.08.2014-
04.09.2014, Guimaraes, Portugalia, Planta Medica. 2014;80(16):P2061

K16. Stanistawska, I.; Granica, S.; Kiss, A.K; Comparison of anti-proliferative effects of
urolithins, ellgitannin gut metabolites, and non-steroidal antiandrogens on androgen-
dependent prostate cancer cel line LNCaP. 62nd International Congress and Annual
Meeting of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research. 31.08.2014-
04.09.2014, Guimaraes, Portugalia, Planta Medica. 2014;80(16):L.P46

K17. Granica S.,; Lohwasser, U.; Johrer, K.; Zidorn, C., Phytochemical investiagtions
and bioactivity of Scorzonera hispanica (black salsyfy), Plant in Pharmacy and
Nutrition 2014, The International Young Scientists Symposium, 30.05.2014,
Wroctaw, Polska, wystapienie ustne

K18. Piwowarski, J. P.; Granica S.,; Zwierzynska, M., Stefanska, J.; Kiss, A.K.,
Determination of human gut microbiota metabolism of traditionallly used ellagitannin-
rich medicinal plant materials by HPLC-DAD-MS/MS method, 9th International
Symposium on Chromatography of Natural Products, 26.05.2014-29.05.2014, Lublin,
Polska

K19. Kiss, AK.; Kiebowska, A.; Piwowarski, J. P.; Kosinski, M.; Granica S,
Identification of compounds from Geum urbanum roots affecting the expresion of
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interin CDI11b in human neutrophils, 9th International Symposium on
Chromatography of Natural Products, 26.05.2014-29.05.2014, Lublin, Polska

K20. Piwowarski, J. P.; Granica S.; Kiss, A.K., Isolation and identification of tannins
from domestic plant materials and their infuence on release of elastase from stimulated
human neutrophils, 9th International Symposium on Chromatography of Natural
Products, 26.05.2014-29.05.2014, Lublin, Polska

K21. Granica, S.; Piwowarski, J. P.; Klebowska, A.; Krupa, K.; Kiss, A.K, The
qualitative and quantitative analysis of chemical composition of some pharmacopeial
plant materials with HPLC-DAD-MS?-CAD. The aplication of corona charged aerosol
detector (CAD) in the analysis of plant phenolics, 9th International Symposium on
Chromatography of Natural Products, 26.05.2014-29.05.2014, Lublin, Polska,
wystapienie ustne

K22. Kiss, A.K.; Stolarczyk, M.; Piwowarski, J.; Granica, S. Effects of standardized
extracts from Epilobium sp. Herbs on hormone-dependent prostate cancer cells
(LNCaP)- searching for active compounds. XVIIIth International Congress of The
Polish Pharmacological Society. 23.05.2013-25.05.2013. Kazimierz Dolny, Poland,
Pharmacological Reports. 2013,65:13

K23. Piwowarski, J.P.; Granica, S.; Kiss, A.K. Isolation of ellagitannins from Gei urbani
radix cum rhizoma and determination of extract's anti-inflammatory activity. 61st
International Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinel Plant and
Natural Product Research. 01.09.2013-05.09.2013. Munster, Germany, Planta Medica.
2013;79(13):PC12

K24. Piwowarski, J.P.; Granica, S.; Kiss, A.K. Infulence of gut flora-derived
ellagitannins' metabolites - urolithins on production and release of pro-inflammatory
factors from stimulated neutrophils in the context of cardiovascular disease
prevention. 61st International Congress and Annual Meeting of the Society for
Medicinel Plant and Natural Product Research. 01.09.2013-05.09.2013. Munster,
Germany, Planta Medica. 2013;79(13):SL52

K25. Kiss, A.K., Granica, S. oraz Piwowarski, J.P. Effects of Epilobium sp. main
constituents and ellagitannins metabolites, urolithins, on proliferation and prostate
specific antigen (PSA) secretion in prostate cancer cells (LNCaP). 61st International
Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinel Plant and Natural Product
Research.  01.09.2013-05.09.2013.  Munster, = Germany, Planta  Medica.
2013;79(13):PJ25

K26. Granica, S.; Czerwinska, M.E.; Zyzynska-Granica, B.; Kiss, A.K. New acetylated
flavonol glucuronides from Polygoni avicularis herba and their influence on some
neutrophils' functions. 61st International Congress and Annual Meeting of the Society
for Medicinel Plant and Natural Product Research. 01.09.2013-05.09.2013. Munster,
Germany, Planta Medica. 2013;79(13):PJ17

K27. Piwowarski, J.; Granica, S.; Kiss, A.K. Influence of urolithins on prevention and
extracellular matrix degradation triggered by stimulated neutrophils. The 17th
International Congress Phytopharm 2013. 08.07.2013-10.07.2013. Vienna, Austria

K28. Granica, S.; Krupa, K.; Kiebowska, A.; Kiss, A.K. Comperhensive study on
qualitative and quantitative composition of pharmacopoeial plant material -
Agrimoniae eupatoriae herba (Ph.E.) by HPLC-DAD-MS-CAD. The 17th
International Congress Phytopharm 2013. 08.07.2013-10.07.2013. Vienna, Austria
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K29. Stolarczyk, M.; Granica, S.; Naruszewicz, M.; Kiss, A.K. Extracts from Epilobium
sp. herbs inhibit proliferation, PSA secretion and induce apoptosis in prostate cancer
cells (LNCaP). 8th Joint Meeting of AFERP, ASP, GA, PSE & SIF, International
Congress on Natural Products Research. 28.07.2012-01.08.2012. New York, USA,
Planta Medica. 2012;78(11):P1269

K30. Granica, S.; Kiss, A.K.; Czarnocki, Z. Synthesis of imperatorin analogues and their
evaluation as acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase inhibitors. 8th Joint
Meeting of AFERP, ASP, GA, PSE & SIF, International Congress on Natural
Products Research. 28.07.2012-01.08.2012. New York, USA, Planta Medica.
2012;78(11):PD35

K31. 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' extracts. 8th Joint Meeting of AFERP, ASP, GA, PSE & SIF, International
Congress on Natural Products Research. 28.07.2012-01.08.2012. New York, USA,
Planta Medica. 2012;78(11):P1268

K32. Czerwinska, M.E.; Granica, S.; Kiss, A.K. Effect of aqueous extract from
Ligustrum vulgare L. on ROS production and other functions of human neutrophils.
8th Joint Meeting of AFERP, ASP, GA, PSE & SIF, International Congress on
Natural Products Research. 28.07.2012-01.08.2012. New York, USA, Planta Medica.
2012;78(11):PF39

K33. Granica, S.; Kiss, A.K. Polyphenol composition of extracts prepared from aerial
parts of Oenothera biennis L. and Oenothera paradoxa Hudziok by HPLC-DAD-MS?
method. 8th International Symposium on Chromatography of Natural Products.
17.05.2012-20.05.2012. Lublin, Poland

K34. Bazylko, A.; Szyller, N.; Granica, S.; Osinska, E.; Kiss, A.K. Composition
investigations of aqueous and water-ethanol extracts of Tropaeolum majus L. herb
using HPTLC and HPLC-DAD-MS. 8th International Symposium on
Chromatography of Natural Products. 17.05.2012-20.05.2012. Lublin, Poland

K35. Stolarczyk, M.; Piwowarski, J.; Granica, S.; Naruszewicz, M.; Kiss, A.K. The
influence of standardized extracts from Epilobium sp. herbs on apoptosis of hormone
dependent prostate cancer cells (LNCAP). 2nd International Conference and
Workshop — Plant — the source of reaserch material. 18.10.2012-20.10.2012. Lublin,
Poland

K36. Piwowarski, J.; Granica, S.; Kosinski, M.; Kiss, A.K. Phytochemical screening of
Gei urbani radix cum rhizoma and its anti ECM degrading activity. 2nd International
Conference and Workshop — Plant — the source of research material. 18.10.2012-
20.10.2012. Lublin, Poland

K37. Granica, S.; Kiss, A.K. Isolation and identification of polyphenolic compounds
from enchater’s nightshade (Circaeae lutetianae herba). 2nd International Conference
and Workshop — Plant — the source of research material. 18.10.2012-20.10.2012.
Lublin, Poland

9. Wspolpraca naukowa

WI1. wspolpraca z Katedra Farmakognozji, Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku (dr hab. Michal Tomczyk) w zakresie analizy sktadu
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10.

jakosciowego wyciagdw przygotowanych z roslin z rodzaju Rubus 1 Potentilla metoda
HPLC-DAD-MS

W2. wspolpraca z Institute of Agricultural and Nutritional Science, Martin-Luther-
University Halle-Wittenberg (dr Holger Kluge) w zakresie analizy sktadu
jakosciowego 1 iloSciowego probek roslin z rodzaju Agrimonia, oznaczanie
ilosciowego gtéwnego sktadnika — agrimoniny

W3. wspolpraca z Zakladem Mikrobiologii Przemystowej, Wydzial Biologii UMCS w
Lublinie (dr hab. Adrian Wiater) w zakresie okreslenia roznic w skladzie
dostarczonych probek piwa

W4. wspolpraca z Katedra Farmakognozji, Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (mgr
Piotr Michel oraz prof. Monika Olszewska) w zakresie analizy jakosciowej wyciagow
z Gaultheria procumbens oraz Brassica oleracea

WS5. wspolpraca z Zaktadem Biologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Kilonii/
Instytutem Farmacji/Farmakognozji Uniwersytetu w Innsbrucku (prof. Christian
Zidorn) w zakresie analizy sktadu jako$ciowego wyciagdw z cze$ci podziemnych i
nadziemnych ro$lina z rodziny Asteraceae oraz probek traw morskich.

W6. wspotpraca z Zakladem Chemii Zwigzkéw Pochodzenia Naturalnego, Wydziat
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego (prof. Zbigniew Czarnocki) w zakresie syntezy
metabolitow pochodnych flawan-3-olu

W7. wspolpraca z Katedra Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytet Medycznego w
Lublinie (dr Katarzyna Szewczyk) w zakresie analizy sktadu czg$ci nadziemnych
roslin z rodzaju niecierpek (Impatiens sp.)

W8. wspolpraca z Katedrg Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytet Medycznego we
Wroclawiu (dr hab. Adam Matkowski) w zakresie analizy sktadu cze$ci nadziemnych
ro$lin z rodzaju Agrimonia oraz Fallopia

W9. wspdlpraca z Institut fiir Pharmazie/Pharmazeutische Biologie, Freie Universitét
Berlin (mag. Josha Kummer oraz prof. dr. Matthias Melzig) analiza sktadu
homeopatycznych nalewek z ro$lin z rodzaju Jatropha oraz Croton

W10. wspotpraca z Instytutem Farmacji/Farmakognozji Uniwersytetu w Innsbrucku
(prof. Hermann Stuppner oraz dr Birgit Waltenberger) w zakresie izolacji zwigzkow
polifenolowych oraz seskwiterpenowych z Eupatorium cannabinum L.

Udzial w projektach badawczych

P1. 0d01.2016 kierownik projektu ,Badania fitochemiczne oraz ocena
wlasciwos$ci przeciwzapalnych i przeciwbakteryjnych wyciagdw przygotowywanych z
farmakopealnej substancji roslinnej kwiat lipy (7iliae flos)” projekt NCN w ramach
konkursu Sonata 2015/17/D/NZ7/02641; realizowany w latach 2016-2019

P2. 0d 05.2014 kierownik projektu ,lzolacja oraz oznaczanie ilo$ciowe
sktadnikéw farmakopealnej substancji roslinnej - ziela rdestu ptasiego (Polygoni
avicularis  herba).” projekt MNiISW w ramach konkursu Iuventus Plus
9006/1P1/2014/72; realizowany w latach 2014-2016
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11.

12.

P3. 07.2013-07.2015 Kkierownik projektu ,Wptyw wybranych elagotanoidow na
funkcje ludzkich neutrofili w konteks$cie prewencji 1 leczenia chorob jamy ustnej -
badania struktura a aktywno$¢” projekt NCN w ramach konkursu Preludium
2012/07/N/NZ7/01136; realizowany w latach 2013-2015

P4. 10.2013-09.2014 Kkierownik projektu ,Badania fitochemiczne 1 biologiczne
wybranych surowcéw ros$linnych z rodziny wiesiotkowatych (Oenotheraceae).”
projekt NCN w ramach konkursu Etidua 2013/08/T/NZ7/00318; realizowany w latach
2013-2014

P5. 06.2012-12.2014 wykonawca projektu ,,Czy wyciagi pozyskiwane z Epilobium
sp. moga hamowac proliferacj¢ komoérek prostaty LNCaP poprzez wplyw na
aktywno$¢ acetylotransferazy histonowej (HAT)?” Projekt Sonata NCN
2011/01/D/NZ4/01261; realizowany w latach 2012-2014

P6. 06.2012-08.2014 wykonawca projektu ,Wplyw metabolitow elagotanoidow
produkowanych przez bakterie flory jelitowej- urolityn na prozapalng aktywno$¢
neutrofili w kontek$cie chordb ukladu sercowo naczyniowego.” Projekt Preludium
NCN 2011/03/N/NZ7/01785; realizowany w latach 2012-2014

P7. 06.2012-06.2013 kierownik projektu ,Ziele czartawy pospolitej jako Zzrdédio
wycigéw 1 zwigzkow naturalnych o dziataniu przeciwzapalnym.” Projekt mtodego
naukowca nr FW25/PM31D/12; realizowany w latach 2012-2013

P8. 07.2009-03.2010 kierownik i wykonawca mini-grantu  studenckiego
przyznanego przez Warszawski Uniwersytet Medyczny

Staze naukowe

N1. 02.2016 — Polska, Biatystok, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku, Zaktad
Farmakognozji Wydziatlu Farmaceutycznego, dwutygodniowy staz naukowy pod
opieka dr hab. Michata Tomczyka

N2. 11.2015 — Austria, Innsbruck, Uniwersytet w Innbrucku, Instytut Farmacji,
jednomiesigczny staz naukowy pod opieka prof. Hermana Stuppnera w ramach
programu MNiSW wymiany osobowej z Republikg Austrii

N3. 03.2015, 06.2015, 07.2015 oraz 10.2015 — Wiochy, Pozzuoli, Consiglio Nazionale
delle Ricerche, Institute of Biomolecular Chemistry, cztery jednotygodniowe pobyty
naukowe pod opieka prof. Christiana Zidorna w ramach Programu Mentoring FNP

N4. 10.2013 - 04.2014 — Austria, Innsbruck, Uniwersytet w Innbrucku, Instytut
Farmacji, sze$ciomiesigczny staz naukowy pod opieka prof. Christiana Zidorna w
ramach programu Etiuda NCN

N5. 09.2008 — Polska, Warszawa, Uniwersytet Warszawski, Zaktad Biochemii Ro$lin
Wydziatu Biologii, jednomiesi¢czny staz naukowy pod opieka dr Agnieszki Mroczek

Nagrody i stypendia za dzialalno$¢ naukowa

ST1. 12.2015-12.2018 — stypednium MNiSW dla wybitnych mtodych naukowcow

ST2. 10.2015 - nagroda naukowa III stopnia przyznawana przez JM Rekotora WUM za
wspotautorstwo przegladowej pracy naukowej na temat roslin z rodzaju Epilobium
oraz za wspoOtautorstwo pracy naukowej dotyczacej badan nad aktywnoscia
biologiczng metabolitéw elagotanoidow
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13.

14.

15.

ST3. 02.2015 — laureat programu Skills Mentoring finansowanego przez Fundacj¢ na
Rzecz Nauki Polskiej

ST4. 11.2014 — zespotowa nagroda naukowa II stopnia przyznawana przez JM Rekotora
WUM za wspotautorstwo w cyklu publikacji pt.: ,, Badania sktadu surowcow
ros$linnych metodami chromatografii cieczowej wprzezonej ze spektrometrig mas oraz
metoda magnetycznego rezonansu jadrowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem
flawonoidow i elagotanoidow”

STS. 05.2014 — I nagroda za najlepsza prezentacj¢ ustng w ramach konferencji Plant in
Pharmacy and Nutrition 2014, The International Young Scientists Symposium,
30.05.2014, Wroctaw

ST6. 05.2014 — stypednium START dla mtodych uczonych finansowane przez Fundacje
na Rzecz Nauki Polskiej

ST7. 04.2014 — travel grant dla mtodych naukowcéw w ramach 62 dorocznego spotkania
Society for Medicinal Plant and Natural Product Research, 31.08.2014-04.09.2014,
Guimaraes, Portugalia

ST8. 12.2013 — stypendium Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla najlepszych
doktorantéw za osiagni¢cia naukowe

ST9. 11.2013 — zespotowa nagroda naukowa II stopnia przyznawana przez JM Rekotora
WUM za wspotautorstwo w cyklu publikacji pt.: ,, Badania sktadu surowcow
ro$linnych metodami chromatografii cieczowej wprzezonej ze spektrometrig mas oraz
metoda magnetycznego rezonansu jadrowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem
flawonoidow i elagotanoidow”

ST10.07.2013 — III nagroda za najlepsza prezentacj¢ posterowa w ramach konferencji
The 17th International Congress Phytopharm 2013. 08.07.2013-10.07.2013. Vienna,
Austria

ST11.10.2013-09.2014 — stypendium doktorskie w ramach programu Etiuda
organizowanego przez Narodowe Centrum Nauki w Krakowie

ST12.09.2010-06.2011, 09.2011-06.2012, 09.2012-06.2013 oraz 09.2013-06.2014 —
stypendium JM Rektora WUM dla najlepszych doktorantow za osiagni¢cia naukowe

ST13.09.2010-08.2011 — stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla
najlepszych studentow (Wydziat Chemii UW)

Kursy i szkolenia

S1. 08.2010 - Niemcy, Bremen, Bruker Daltonics, jednotygodniowe szkolenie z zakresu
metody HPLC-MS

Czlonkostwo w towarzystwach naukowych

C1. od 2013 roku jestem czlonkiem the Society for Medicinal Plant and Natural Product
Research (GA)

Dzialalno$¢ organizacyjna

Od sierpnia 2015 roku jestem cztonkiem Rady Mlodych Naukowcéw V kadencji
powotywanej jako organ doradczy Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego RP.

48



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n. farm. Sebastiana Granicy

16. Recenzje prac naukowych

Od pazdziernika 2013 wystgpowalem w roli recenzenta 40 prac naukowych zlozonych do
publikacji w czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym: PLoS One (1), Phytochemistry
Letters (2), Phytochemistry (1), Phytomedicine (1), Phytochemical Analysis (3), Planta
Medica (2), Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (10), BMC Complementary
and Alternative Medicine (1), Acta Physiologiae Plantarum (1), Chemical Papers (1),
Evidence-Based =~ Complementary and  Alternative  Medicine (1), Scienta
Pharmaceutica (1), Biochemical Systematics and Ecology (1), Journal of Agriculture and
Food Chemistry (1), Arabian  Journal of Chemistry (1), Journal of Separation
Science (1), Chemical Papers (1), Drug Design, Development and
Therapy (1), Molecules (5), Fitoterapia (1), The World Scientific Journal (1), International
Journal of Molecular Sciences (1), Journal of Ethopharmacology (1)

17. Podsumowanie osiggni¢¢ naukowo-badawczych
Moj dorobek naukowy obejmuje:

e 32 prace oryginalne opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR). W 20 pracach bylem pierwszym autorem badz penitem rolg
autora korespondencyjnego.

* 4 prace przegladowe z czego 3 zostaly opublikowane w czasopismach znajdujacych
si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). W jednej pracy bylem pierwszym
autorem.

* 37 streszczen z prezentowanych doniesien na konferencjach naukowych w tym 3
wystapienia ustne

* udzial w 8 projektach badawczych finansowanych przez NCN/MNiSW/WUM

* sumaryczny wspotczynnik Impact Factor wedhug listy JCR zgodnie z rokiem
opublikowania 82,812; faczna punktacja MNiSW: 1054 pkt

 liczba wszystkich cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science ™ Core
Collection: 158 (180 wg bazy Scopus)

* liczba cytowan (bez autocytowan) wedtug bazy Web of Science ™ Core Collection:
108 (131wg bazy Scopus)

 index Hirsha (h-index) wedtug Web of Science ™ Core Collection: 7 (8 wg bazy
Scopus)
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