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1. Agnieszka Maria Bazylko

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

Dyplom magistra farmacji uzyskany 7 wrzesnia 1995 roku na podstawie obronionej pracy
magisterskiej pt.: ,Badania pieciu gatunkéw z rodzaju Rumex dostarczajgcych surowca
Radix Lapathi acuti” wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji Akademii
Medycznej w Warszawie. Promotor: Prof. dr hab. n. farm. Halina Strzelecka, opiekun: mgr

Katarzyna Mitkowska.

Stopien doktora nauk farmaceutycznych w specjalnosci farmakognozja nadany 3 grudnia
2003 uchwata Rady Wydziatu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Warszawie na
podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej pt. ,,Opracowanie metod standaryzagji
preparatow zawierajacych ziele badz wyciagi z ziela tymianku” wykonanej w Katedrze
i Zaktadzie Farmakognozji. Promotor: Prof. dr hab. n. farm. Halina Strzelecka, recenzenci:
Prof. dr hab. n. farm. Maria Wolbis, dr hab. n. farm. Olga Olszowska. Praca doktorska

wyrdzniona przez Rade Wydziatu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Warszawie.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

W Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji Akademii Medycznej w Warszawie (obecnie:
Katedra Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego) pracuje od 01.09.1995, poczatkowo na stanowisku inzynieryjno-technicznym,
od 01.02.1997 na stanowisku asystenta naukowo-dydaktycznego, a od 01.03.2004 do chwili

obecnej na stanowisku adiunkta.

4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiagniecia naukowego

Wykorzystanie metod chromatograficznych w analizie fitochemicznej, oraz badanie
aktywnosci przeciwutleniajacej, przeciwzapalnej i fotoprotekcyjnej wybranych

substancji roslinnych.
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b) autor/autorzu, tytut/tytuty publikacji, rok wuydania, nazwa wuydawnictwa

H1. Bazylko A%, Kiss A.K., Kowalski J., Densitometric determination of flavonoids in methanolic and
aqueous extracts of Epilobii angustifolii herba by use of HPTLC. JPC-Journal of Planar
Chromatography-Modern TLC, 2007, 20(1), 53-56 (IF;0¢7 - 0,683; MNiSW - 20)

H2. Bazylko A%, Kiss A.K., Kowalski J., High-performance thin-layer chromatography method for
quantitative determination of oenothein B and quercetin glucuronide in aqueous extract of Epilobii

angustifolii herba. Journal of Chromatography A, 2007, 1173(1-2), 146-150 (IFy907 - 3,641; MNiSW - 32)

H3. Bazylko A., Tomczyk M., Flazinska A., Legas A., Chemical fingerprint of Potentilla species by
using HPTLC method. JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern TLC, 2011, 24 (5), 441-444
(IF301 - 0,767; MNiSW - 20pkt)

H4. Bazylko A.*, Stolarczyk M., Derwinska M., Kiss A.K., Determination of antiogidant activity of
extracts and fractions obtained from Galinsoga parviflora and Galinsoga quadriradiata herb, and
qualitative study of the most active fractions using TLC and HPLC method. Natural Product
Research, 2012, 26 (17), 1584-1593 (1F012 - 1,031; MNiSW - 20pkt)

H5. Bazylko A%, Piwowarski J.P., Filipek A., Bonarewicz J., Tomczyk M., In vitro antiogidant and
anti-inflammatory activities of estracts from Potentilla recta and its main ellagitannin, agrimoniin.

Journal of Ethnopharmacology, 2013, 149(1), 222-227 (1F,13 - 2,939; MNiSW - 40pkt)

H6. Bazylko A.*, Granica S., Filipek A., Piwowarski J., Stefanska J., Osiniska E., Kiss A.K., Comparison
of antioridant, anti-inflammatory, antimicrobial activity and chemical composition of aqueous and
hydroethanolic estracts of the herb of Tropaeolum majus L. Industrial Crops and Products, 2013, 50,

88-94 (l F20]3 - 3,208; MNiSW - 40pkt)

H7. Bazylko A.*, Parzonko A., Jez W. Osinska E., Kiss A.K., Inhibition of ROS production,
photoprotection, and total phenolic, flavonoids and ascorbic acid content of fresh herb juice and
extracts from the leaves and flowers of Tropaeolum majus. Industrial Crops and Products, 2014, 55,

19-24 (1F5014 - 2,837; MNiSW - 40pkt)

H8. Bazylko A.*, Boruc K. Borzym J., Kiss A.K., Aqueous and ethanolic extracts of Galinsoga
parviflora and Galinsoga ciliata. Investigations of caffeic acid derivatives and flavonoids by HPTLC
and HPLC-DAD-MS methods. Phytochemistry Letters, 2015, 11, 394-398 (IFp14 - 1,450; MNiSW -
20pkt)

H9. Bazylko A%, Borzym J., Parzonko A., Determination of in vitro antiosidant and UV-protecting
activity of aqueous and ethanolic extracts from Galinsoga parviflora and Galinsoga quadriradiata
herb; Journal of Photochemistry and Photobiology, B: Biology, 2015, 149, 189-195 (IFp14 - 2,960;
MNIiSW - 25).

* - prace w ktorych bytam autorem korespondencyjnym
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Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania Impact Factor (IF) publikacji wytypowanych

do cyklu w postepowaniu habilitacyjnym wynosi 19,516, punkty MNiSW - 257

¢ omdwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wuynikdw wraz z omdwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Na rynku farmaceutycznym jest obecnie znaczna liczba preparatéw zawierajgca surowce
roslinne (wg. nomenklatury w Ustawie z dnia 6 wrzesnia 2001 r. Prawo farmaceutyczne.
Art.2 p.33a, substancje roslinne, ktdrej to nazwy dla ujednolicenia bede uzywata w moim
autoreferacie) lub wuyciagi z nich otrzymane. Obserwowany od kilkunastu lat powrot
zainteresowania lekiem roslinnym zwigzany jest przede wszystkim z przekonaniem o jego
catkowitym bezpieczenstwie. Przezywajace renesans leki roslinne cieszga sie ogromng
popularnoscig wsrod pacjentow, takze ze wzgledu na ich tatwa dostepnos¢. W duzej czesci
sceptyczne w stosunku do leku naturalnego jest natomiast srodowisko lekarskie. Gtowna
przyczyng takiego stanu jest wcigz zbyt mata wiedza poparta badaniami, pomimo
ogromnej pracy wielu osrodkow. Nadal wiele substancji roslinnych istnieje na rynku
na zasadzie tradycyjnego zastosowania.

Lek roslinny wedtug dzisiejszych wymagan powinien posiada¢ dobrze poznany sktad
chemiczny, udokumentowane: zwalidowanymi metodami zawartos¢ sktadnikéw czynnych
oraz dziatanie farmakologiczne.

Ztozony sktad chemiczny roslin, ciagle izolowane zwiazki o nowe;j strukturze, powodujg
problemy natury badawczej, =zwtaszcza z ustaleniem zaleznosci dziatanie-sktad.
Dodatkowym utrudnieniem jest fakt, iz w przypadku wigkszosci substancji roslinnych
ich efekt terapeutyczny jest wypadkowgq aktywnosci kilku zwiazkéw, lub grup zwiazkow.

Wuydaje sie, wiec mie¢ uzasadnienie jak najgtebsze poszerzanie wiedzy na temat
substancji roslinnych, co pomoze w doktadniejszym ustaleniu wskazan do stosowania,
dawkowania, a takze formy leku.

Istnieje wiele metod, ktdre pozwalajga na oznaczenie zawartosci grup substancji
chemicznych (sumy zwigzkdw) obecnych w roslinach, sa to gtédwnie metody
spektrofotometryczne lub kolorymetryczne. Metody te sa do tej pory wykorzystywane do
standaryzowania substancji roslinnych, miedzy innymi wg wymagan Farmakopei Polskiej
IX. Pomimo tego uwazane sg one za metody obarczone btedami, dajgce zanizone, a czesciej
zawyzone wyniki.

Druga grupa metod sa metody separacyjne, gtownie chromatografia. Metody te
wykorzystywane sa do oceny sktadu, tworzenia tzw. profili chromatograficznych
(fingerprint) oraz oznaczania ilosciowego pojedynczych substancji chemicznych zawartych
w roslinach. Metody chromatograficzne takie jak chromatografia gazowa czy
wysokosprawna chromatografia cieczcowa sg metodami cenionymi i szeroko stosowanymi
w badaniach analitycznych, takze substancji roslinnych. Szczegdlnie po wprowadzeniu

detektorow masowych, ktore pozwalaja na jeszcze szersza analize sktadu badanych
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mieszanin. Jednak nowoczesna chromatografia cienkowarstwowa nie odbiega od wuw.
metod, zastosowana zwtaszcza do profilowania chemicznego, wyjatkowo waznego dla
skomplikowanych mieszanin jakimi sa substancje roslinne. Przy obecnej dostepnosci ptytek
pokrytych adsorbentami o rdéznej polarnosci oraz udoskonaleniu aparatury badawczej,
rozdzielczos¢, precyzja (powtarzalnos¢ i odtwarzalnosc), doktadnos¢ i odpornos¢ metody
bardzo wzrosty.

Istotna grupg substancji roslinnych sa substancje, ktére maja wskazania do stosowania
w stanach zapalnych roznego pochodzenia. Na rynku dostepnych jest duzo preparatow
zawierajacych substancje o takiej aktywnosci, dobrze przebadane, ktdre poza badaniami
sktadu, standaryzacja na sktadniki aktywne, maja rowniez szereg badan, w tym badania
kliniczne, udowadniajgce ich dziatanie (Dell'agli i in., 2013; Di Lorenzo i in., 2013; Gautam
i Jachak, 2009; Vogl i in., 2013; Wang i in., 2013). Jednakze istnieje spora grupa roslin,
z ktérych pozyskiwane substancje sg niedostatecznie przebadane. Wiele z nich jest
dostepnych na rynku, raczej jako ludowe remedia, czesto uprawiane w domowych
ogrodkach i polecane przez sgsiadke, zielarza lub na stronach internetowych. Wazne jest,
wiec poznanie ich sktadu, opracowanie metod pozwalajgcych na ich standaryzacje, a takze
badania aktywnosci w celu proby odpowiedzi na pytanie czy tradycyjne stosowanie jest
uzasadnione z naukowego punktu widzenia.

Stan zapalny jest to patologiczny stan, w ktorego rozwoju jedna z gtownych rol
odgrywaja reaktywne formy tlenu (RFT). W odpowiedzi na egzogenne czynniki,
przenikajace do organizmu ludzkiego, stymulowane sg neutrofile i makrofagi, ktdre
migruja do miejsca stanu zapalnego. Oksydaza NADPH usytuowana w btonie komdrkowe;j
neutrofili (w warunkach fizjologicznych nieaktywna), jest aktywowana pod wptywem
czynnikow prozapalnych. Flawoproteina ta jest enzymem katalizujacym wytwarzanie
duzych ilosci anionorodnika ponadtlenkowego (O;5), ktdry jest przeksztatcany w nadtlenek
wodoru (H,0,) przez dysmutaze ponadtlenkowa. Nadtlenek wodoru, z Kolei, stanowi
substrat w reakcji Fentona tworzenia rodnika hydroksylowego (HOs). Z nadtlenku wodoru
pod wplywem mieloperoksydazy powstaje rowniez kwas chlorowy (I) (HCIO). Z tych
rodnikéw powstaje wiele wysoce reaktywnych czasteczek, znanych jako reaktywne formy
tlenu (RFT) i reaktywne formy azotu (RNS). RFT i RNS sa naturalng bronig przeciw
szkodliwym czynnikom zewnetrznym dostajacym sie do organizmu (Darley-Usmar
i Halliwell, 1996; Halliwell, 1987; Pacher i in., 2007). Z drugiej jednak strony atakuja
i uszkadzajg rowniez zdrowe komorki organizmu powodujgc rozprzestrzenianie sie reakgji
zapalnej (Babior i in., 2000,. Demiryurek i Wadsworth, 1999; Miller, 1996; Nath i in., 2000).
Reaktywne formy tlenu (RFT) wchodza tatwo i w sposob nieprzewidywalny w reakcje ze
zwiazkami wewnatrz komorek: ttuszczami, biatkami czy kwasami nukleinowymi.
Powoduje to ich utlenianie, przeksztatcanie a nawet rozpad, prowadzacy do tworzenia sie
szkodliwych metabolitow i zaburzen ich aktywnosci biologicznej. Zmiany te powoduja

zapoczatkowanie patologicznych procesow w komdrkach, mogacych skutkowac rozwojem
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schorzen takich jak: reumatoidalne zapalenie stawdéw, choroby uktadu krwionosnego,
choroby przewodu pokarmowego, choroby neurodegeneracyjne, choroby uktadu
oddechowego, zapalenie kiebuszkéw nerkowych, cukrzyca, odgrywaja roéwniez role
w procesie nowotworowym, a ponadto moga powodowac uszkodzenia i choroby skdry
(Bartosz 2000; Demiryiirek 1999; Turan 2000).

Nalezy zauwazy¢, ze RFT moga rowniez powodowac¢ degradacje kwasu hialuronowego
o duzej masie czasteczkowej, przeciwzapalnego sktadnika macierzy zewnagtrzkomdrkowej.
Posrod czynnikow odpowiedzialnych za degradacje hialuronianu wymieniane sg
hialuronidazy (Stern i in., 2006).

W procesie zapalnym poza RFT neutrofile uwalniajg takze inne zwigzki prozapalne,
ktére sa dla nich czynnikami chemotaktycznymi m.in.: interleukine IL8 oraz leukotrien
LTB4, eikozanoid powstajacy z kwasow tluszczowych pod wptywem aktywnosci
lipooksygenaz (LOX). W procesie zapalnym aktywacji ulega rowniez cyklooksygenaza-2
(COX2), ktorej dziatanie obok cyklooksygenazy-1 (COX1), aktywnej w warunkach
fizjologicznych, prowadzi do powstawania prostanoidow: prostaglandyn (PG), prostacyklin
(PO) i tromboksanow (TXA). Sposréd prostanoidow m.in. PGE2 i PGE3 sg czynnikami
prozapalnymi.

Jednym z czynnikdw powodujacych wytwarzanie wolnych rodnikdw w organizmie
cztowieka jest Swiatto stoneczne. Dociera ono do réznych warstw skéry, i one sa
najbardziej narazone na negatywne skutki nadmiernego przebywania na storicu. Swiatto
stoneczne sktada si¢ z fal od promieniowania ultrafioletowego (UVR) przez podczerwien do
sSwiatta widzialnego. Najbardziej szkodliwe dla skory jest promieniowanie ultrafioletowe,
ktdre jest podzielone na trzy kategorie, zalezne od dtugosci fali: UVA (315-400 nm), UVB
(280-315 nm) i UVC (100-280 nm). Podczas gdy UVC jest absorbowane w wiekszosci przez
warstwe ozonowgq i prawie nie dociera do Ziemi, UVA i UVB, oprécz pozytywnych
oddzialywan moze rowniez dziata¢ niekorzystnie na organizmy zywe. UVA wnika w gtab
naskorka i skdéry wtasciwej, a odpowiedzia na endogenny czynnik w postaci Swiatta sa,
inicjowane w komdrkach, procesy utleniania. Po wystawieniu na dziatanie
promieniowania UVA, wytwarzane sa reaktywne formy tlenu (RFT), ktore moga
powodowac uszkodzenie w komodrkach biatek, lipidow i weglowodandéw. UVB dziata
gtéwnie w naskorkowej warstwie skdry, ale jest bardziej genotoksyczne i okoto 1000 razy
bardziej zdolne do powodowania oparzen stonecznych niz UVA. Prowokuje produkcje
wolnych rodnikéw i wywotuje znaczacy spadek przeciwutleniaczy w skorze, co jest
przyczyna zmniejszenia zdolnosci skory do ochrony przed dziataniem wolnych rodnikow
generowanych po ekspozycji na Swiatto stoneczne. Poza innymi rodnikami, gtéwnie
wytwarzany jest tlen singletowy, wzbudzona forma tlenu, ktéra jest bardzo silnym
utleniaczem ze stosunkowo dtugim okresem trwania. Jednakze, w mniejszych ilosciach
wytwarzany jest anionorodnik ponadtlenkowy (O, ¢), a nastepnie w reakcji dysmutacji -

nadtlenek wodoru (H,0,). Dtugotrwate narazenie na UVR prowadzi do fotostarzenia skory,
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immunosupresji, powstawania zmian nowotworowych czy zaostrzenia fotodermatoz
(Halliwell, 1987; Maverakis i in., 2010; Svobodova i in., 2006).

Wsrod czynnikow, ktdre chronig skore przed szkodliwym dziataniem promieniowania
stonecznego wymieniane sg przeciwutleniacze, rowniez substancje pochodzenia
naturalnego oraz zwiazki polifenolowe izolowane z roslin (Afaq, 2011; Jansen i in., 2013;
Nichols i Katiyar, 2010; Saewan i Jimtaisong, 2013; Stevanato i in., 2014; Svobodova i in.,
2003; Terra i in., 2015).

Gtownymi zatozeniami badawczymi mojej pracy byty:

e poznanie sktadu, opracowanie metod pozwalajacych na potwierdzanie tozsamosci
wybranych substancji roslinnych, oraz zwalidowanych metod oznaczania zawartosci
substancji chemicznych w nich obecnych. Badania moje ukierunkowane byty gtéwnie na
zwiazki polifenolowe takie jak flawonoidy, kwasy fenolowe i ich pochodne oraz garbniki,

e zbadanie aktywnosci przeciwutleniajacej i przeciwzapalnej wybranych substangji
roslinnych, majgcych wskazania do stosowania w stanach zapalnych,

e zbadanie zdolnosci fotoprotekcyjnych wyciagow z ziela nasturcji wiekszej i ziela
zottlicy, poprzez zbadanie hamowania wytwarzania reaktywnych form tlenu

w fibroblastach skory ludzkiej po naswietlaniu promieniowaniem ultrafioletowym.

Wuybrane do badan substancje roslinne

Wszystkie badane substancje roslinne sg stosowane w medycynie tradycyjnej,
nie maja/miaty jednak dostatecznie poznanego sktadu, a jesli nawet, brakowato metod
analitycznych do ich standaryzacji. Ponadto pomimo wymienianych w literaturze
zastosowan w stanach zapalnych o rdéznej etiologii, badania potwierdzajgce takie dziatanie

przez wybrane substancje roslinne byty szczatkowe, albo nie byto ich wcale.

Epilobium angustifolium L. (Chamerion angustifolium (L.) Scop.), Onagraceae -
wierzbownica Kiprzyca (wierzbéwka Kiprzyca)

Opisane w literaturze substancje chemiczne wystepujace w badanym gatunku to:
aglikony flawonoidowe (kemferol, Kkwercetyna, 8-O-metoksykemferol, mirycetyna),
glikozydy flawonoidowe (glikozydy kemferolu, tylirozyd (3-O-(6"-p-kumaroilo)-glukozyd
kemferolu), glikozydy kwercetyny, 6”-galoilo-3-O-galaktozyd kwercetyny, glikozydy
mirycetyny, 3-O-(6"-galoilo)-galaktozyd mirycetyny), kwasy fenolowe i ich pochodne
(kwasy - kawowy, ferulowy, elagowy, p-kumarowy, cynamonowy, wanilinowy,
gentyzynowy, syryngowy, protokatechowy, galusowy, izowaloneikowy, kawoilochinowe,
p-kumaroilochinowe, feruilochinowe, galusan metylu, ester metylowy Kkwasu
p-metoksygalusowego, galusan oktylu, dilakton kwasu waloneikowego, apilobamid A,
dilakton kwasu monodekarboksywaloneikowego, (a,p)-*C;-glukozyd dilaktonu 2-O-galoilo-
3-O-waloneilowego), garbniki i ich pochodne (oenoteina B, oenoteina A,

6-0-galoiloglukoza, 1,6-di-O-galoiloglukoza, 2,3-di-O-galoiloglukoza, 1,2,6-tri-O-
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galoiloglukoza, 1,2,3,6-tetra-O-galoiloglukoza, 1,2,3,4,6-penta-0O-galoiloglukoza, 1,2,3-tri-O-
galoilo-4,6-HHDP-glukoza, 2,3-di-O-galoilo-4,6-HHDP-glukoza), sterole (cholesterol,
kampesterol, stigmasterol, p-sitosterol i jego estry), kwasy ttuszczowe, triterpeny (kwas
oleanolowy, kwas ursolowy), tokoferole, aminokwasy, kwas askorbowy, cholina.

Przetwory z Epilobium tradycyjnie polecane sa w dolegliwosciach zwigzanych
z przerostem i stanami zapalnymi gruczotu krokowego. Maja dziatanie przeciwzapalne
i przeciwobrzekowe, oraz potwierdzone badaniami in vitro dziatanie antyproliferacyjne

(Granica i in., 2014).

Potentilla sp., Rosaceae - pieciornik

Badania obejmowaty nastepujgce gatunki z rodzaju pieciornik: Potentilla anserina L.,
Potentilla argentea L., Potentilla erecta (L) Raeusch., Potentilla fruticosa L. (Dasiphora
fruticosa (L) RYDB.), Potentilla grandiflora L., Potentilla nepalensis Hook var. Miss
Willmott, Potentilla recta L., Potentilla rupestris L. (Drymocallis rupestris (L.) Sojak),
Potentilla thuringiaca Bernh. es Link.

Opisane w literaturze substancje chemiczne wystepujace w badanych gatunkach to:
aglikony flawonoidowe (kemferol, kwercetyna, mirycetyna, 7,3",4-trimetoksykwercetyna),
glikozydy flawonoidowe (7-O-p-glukozyd apigeniny, ternifloryna (7-O-(p-kumaroilo)-O-p-
D-glukozyd apigeniny), 7-O-p-glukozyd luteoliny, glikozydy kemferolu, tylirozyd,
8-metoksy-3-0O-p-D-soforozyd herbacetyny (3-O-p-D-soforozyd 8-metoksykemferolu),
glikozydy kwercetyny, 6”-galoilo-3-0O-p-D-galaktozyd kwercetyny, glikozydy mirycetyny,
7-O-p-D-glukozyd naryngeniny, glikozydy ramnetyny, glikozydy izoramnetyny,
izosalipurpozyd (2’-O-p-D-glukozyd 2’,4',6’ 4-tetrahydroksychalkonu), antocyjany i flawan-
3,4-diole  (cyanidyna, leukodelfinidyna, glikozydy cyjanidyny, (+)-katechine,
(+)-galokateching, (-)-epigalokateching, galusan (-)-epigalokatechiny), kwasy fenolowe
i ich pochodne kwasy - benzoesowy, p-hydroksybenzoesowy, protokatechowy, galusowy,
wanilinowy, gentyzynowy, p-hydrokyfenylooctowy, p-kumarowy, kawowy, ferulowy,
synapinowy, chlorogenowy, elagowy, 4-0O-p-D-ksylozyd kwasu 3,3’-di-O-
metoksyelagowego, ester metylowy Kkwasu brewifolinokarboksylowego), kumaryny
(kumaryna, psolaren, umbelliferon, skopoletyna), karotenoidy (a- i p- karoten), sterole
(B-sitosterol), triterpeny, poliprenole, glikozyd neolignanu (S0hretoglu i Kirmizibekmez,
2011; Tomczyk i Laté, 2009; Tomczyk, 2011).

W Europie, substancje roslinne pozyskiwane z roslin z rodzaju Potentilla sp. stosuje sie
m.in. doustnie w leczeniu stanéw zapalnych przewodu pokarmowego, takich jak biegunka.
Miejscowo, mozna je stosowac do leczenia stanow zapalnych skory, oraz jako srodki gojace
rany (Tomczyk i Latte, 2009). W tradycyjnej medycynie pieciornik wyprostowany stuzy
jako lek sciagajacy, poprawiajacy trawienie, dziatajacy przeciwzapalnie,
przeciwgoraczkowo oraz jako srodek oczyszczajacy i tonizujacy (Tosun i in., 2006; Popovic

i in., 2012). Amerykanski zielarz Matthew Wood (2008), przedstawia informacje na temat
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P. recta jako srodka przeciwbolowego i gojacego rany. Wspotczesne badania
farmakologiczne rosliny koncentrowaty sie dotychczas na dziataniu przeciw-
drobnoustrojowym, oraz dziataniu hamujgcym aktywnosc¢ ludzkiej reduktazy aldozowej,
i aktywnos¢ hematologiczng, w tym nie tylko dziatanie przeciw agregacji ptytek lub
antykoagulacyjne, ale rowniez wtasciwosci przeciwprdchnicogenne i androgenne (Komar

i in., 1981; Enomoto i in.; 2004; Tosun i in., 2006;. Tomczyk i in., 2008;. Tomczyk i in., 2011).

Tropaeolum majus L., Tropaeolaceae - nasturcja wieksza

Badania fitochemiczne nasturcji wiekszej pozwolity stwierdzi¢ wystepowanie w tej
roslinie: glukozynolatdw (glukotropeolina, ktéora pod wptywem dziatania enzymu
mirozynary rozpada si¢ do izosiarkocyjanianu benzylu), flawonoidow (glikozydy kemferolu
i kwercetyny - izokwercytryna), antocyjanow (glikozydy delfinidyny, cyjanidyny
i pelargonidyny; w Kkwiatach pomaranczowych dominuje 3-soforozyd pelargonidyny),
karotenoidow  (luteina, zeaksantyna, p-karoten), kwasow fenolowych (kwas
chlorogenowy), kukurbitacyn i witaminy C (Bruneton, 1999; Garzon i Wrolstad, 2009;
Gasparotto Jr. i in.,, 2009; Niizu i Rodriguez-Amaya, 2005; Strzelecka i Kowalski, 2000;
Wojciechowska i Wizner, 1983).

Ziele nasturcji wiekszej wymieniane jest w podrecznikach farmakognozji czy fitoterapii
(Bruneton, 1999; Fournier, 1947; Strzelecka i Kowalski, 2000) jako lek na schorzenia drég
oddechowych (angina, bronchit), oraz drog moczowych. Stosowane jest takze zewnetrznie
w dermatologii i kosmetologii, do leczenia schorzen skory, paznokci i wtoséw, a takze
oparzen m.in. stonecznych oraz pieluszkowego zapalenia skdory (Bruneton, 1999). Jako jeden
z gtéwnych kierunkow dziatania ziela wymieniana jest aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa, ttumaczona obecnoscig izosiarkocyjanianu benzylu (Virtanen,
1969).

Aktywnos¢ przeciwko Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae i Salmonella setubal stwierdzono dla frakcji heksanowej
i chloroformowej otrzymanych z 70% etanolowego wyciagu z czesci nadziemnych nasturgji.
Autorzy zbadali takze, ze 70% wyciag etanolowy, u myszy albinosow po podaniu
doustnym, nie wykazuje dziatan toksycznych do dawki 5g/kg masy ciata (Zanetti i in.,
2003).

Dla izosiarkocyjanianu benzylu stwierdzono réowniez dziatanie przeciwnowotworowe
(Pinato i in., 1995).

Kwiaty nasturgji barwy  pomaranczowej wykazaty znaczacg  aktywnos¢
przeciwutleniajaca, wobec syntetycznych rodnikéw (ABTS, DPPH) (Garzéon i Wrolstad,
2009).

Dziatanie natriuretyczne i diuretyczne lisci nasturcji wiekszej wykazali Gasparotto Jr.
i in. (2009). W nastepnych pracach ten sam zespot stwierdzit dziatanie diuretyczne
izolowanej z lisci nasturcji izokwercytryny, oraz wykazal réwniez dziatanie

przeciwnadcisnieniowe tych samych wyciagéw oraz izokwercytryny. Ponadto, zespoét
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wykazat brak toksycznosci podprzewlektej, oraz brak (anty)estrogennego Ilub
(anty)androgennego dziatania, nie stwierdzit natomiast wptywu na kurczliwosci macicy
u szczuréw po podaniu wodnoetanolowego wyciagu z ziela nasturcji (Gasparotto Jr. i in.,
2011a, 2011b; Gomes i in., 2012.; Lourenco i in., 2012).

Dla izosiarkocyjanianu benzylu oraz substancji roslinnych pozyskiwanych z nasturcji
stwierdzono ponadto aktywnos$¢ przeciwkrzepliwg (Santo i in., 2007; De Medeiros i in.,
2000).

Galinsoga sp., Asteraceae - z6ttlica

Badania obejmowaty gatunki: Galinsoga parviflora Cav. i Galinsoga quadriradiata Ruiz
et Pav. (Galinsoga ciliata Raf. Blake).

Na podstawie analizy fitochemicznej, wsrdd zwigzkow obecnych w zielu zdttlicy
wymieniane sg - flawonoidy (patulytryna  (7-O-p-D-glukozyd  patuletyny),
kwercymerytryna (7-O-p-D-glukozyd kwercetyny), kwercetagetryna (7-O-p-D glukozyd
kwercetagetyny), 7-p-D-glukozyd luteoliny, 7-p-D-glukozyd apigeniny, galinsozyd A
(2'-0-p-D-glukozyd 5'-hydroksy-7-metoksyflawanonu), galinsozyd B (5-O-p-D-glukozyd
3'4-dihydroksy-7-metoksyflawanonu),  7,3'4-trihydroksyflawanon i 3,5,7,3'4-penta-
hydroksyflawanon), kwasy fenolowe i pochodne (kwasy - wanilinowy, izowanilinowy,
p-kumarowy, protokatechowy, fumarowy, 3,4-dimetoksycynamonowy, p-hydroksy-
benzoesowy, 3,4-dihydroksybenzoesowy, o-hydroksyfenylooctowy, kawowy i kwas
chlorogenowy) sterole (p-sitosterol, 7-hydroksy-p-sitosterol, stigmasterol, 7-hydroksy-
stigmasterol, a-spinasterol, 3-O-p-D-glukozyd p-sitosterolu), alkohole ttuszczowe, alkohole
diterpenowe (fitol), aromatyczne estry galinosoaty A-C i galaktoglikolipidy (parwisydy)
(Afza iin., 2012; Afza i in., 2014; Chanaj i in., 2007; Ferheen i in., 2009; Mostafa i in., 2013;
Plekhanova i in., 1978; Ranilla i in., 2010; Szepczynska i Wolbis, 1984; Tariq i in., 2008).
Ponadto w olejku eterycznym z lisci zottlicy drobnokwiatowej rosngcej w Kolumbii jako
gtébwne sktadniki zidentyfikowano (Z)-3-heksen-1-ol, p-kariofilen i 6-demetoksy-
ageratochrom (Pino 1 in, 2010), natomiast w olejku ziela egipskiego gtéwnym,
dominujacym sktadnikiem byt (Z)-y-bisabolen (Mostafa i in., 2013).

Ziele zottlicy stosowane jest jako przeciwzapalne. Wyciagi z tej rosliny sa polecane
w problemach skornych, chorobach dermatologicznych, egzemach, liszajach i trudno
gojacych sie ranach (Sarwa, 2001, Strzelecka i Kowalski, 2000). W tradycyjnej medycynie
Ugandy, zottlica drobnokwiatowa stuzy do leczenia krwawien (Hamill i in., 2000), podczas
gdy w Brazylii ekstrakty wodne sg stosowane w leczeniu grypy i przeziebien (Agra i in.,
2007). Rowniez w medycynie ludowej Kenii, wyciagi z todyg i lisci sq uzywane w leczeniu
przeziebien, ale takze owrzodzen. Takie zastosowania zostaty czesciowo wyjasnione
w badaniach in vitro - wyciagi z todyg i lisci G. parviflora hamowaty aktywnosc
cyklooksygenazy 1 (COX1) i wykazaty aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec bakterii Gram-

dodatnich: Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus (Matu i Van Staden,
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2003). Natomiast badania nad brazylijskimi roslinami leczniczymi wykazaty, ze wyciag
z lisci G. parviflora przyspiesza gojenie sie ran. Badacze wykazali to, miedzy innymi,
za pomoca testu ,scratch assay”. Ponadto, badane wyciagi charakteryzowaty sie bardzo
niska cytotoksycznoscia (Schmidt i in., 2009). Natomiast liscie zo6ttlicy owtosionej
stosowane sg w medycynie ludowej Etiopii jako remedium po ukaszeniach wezy (Giday

i in., 2009).

Analiza fitochemiczna

Analiza fitochemiczna stanowita znacza czes¢ badan opisanych w publikacjach
wytypowanych do cyklu w postepowaniu habilitacyjnym, albo byta gtédwnym
zagadnieniem wuw. prac. Ws$réd substancji roslinnych, dla ktérych przeprowadzitam
badania, a ich wyniki znajdujg sie w wytypowanych pracach, sa: ziele wierzbownicy
kiprzycy, kwiaty, liscie lub ziota pozyskane z réznych gatunkéw pieciornikow, ziele, liscie
i kwiaty oraz sok z nasturcji wiekszej, a takze ziota pozyskane z zottlicy drobnokwiatowej
i zottlicy owtosione;j.

Metody wykorzystywane przez mnie w badaniach to:

- metody spektrofotometryczne lub kolorymetryczne, do zgrubnej oceny badanych
substancji roslinnych,

- metody chromatograficzne: chromatografia cienkowarstwowa, takze wysokosprawna
(TLC - ang. thin layer chromatography, HPTLC- ang. high performance thin layer
chromatography), gazowa (GC - ang. gas chromatography) z detektorem ptomieniowo
jonizacyjnym (FID - ang. flame ionization detector), oraz wysokosprawna chromatografia
cieccowa (HPLC - ang. high-performance liquid chromatography), z detektorami:
spektrofotometrycznym (UV-Vis), z matrycg diodowa (DAD - diode array detector),
oraz sprzezona ze spektrometria mas (MS - mass spectrometry), ze spektrometrem
wyposazonym w analizator typu putapka jonowa.

Walidacje opracowanych metod oznaczania zawartosci przeprowadzitam wedtug
wymagan International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH), Geneva (2005); Validation of
analytical procedures: text and methodology Q2(R1).

Epilobium angustifolium L. (Chamerion angustifolium (L.) Scop) - wierzbownica kiprzyca
(wierzbowka Kiprzyca)

Materiat do badan zostat zebrany na terenie pétnocno-wschodniej Polski.

Jednym z moich celdw byto stworzenie szybkiej, prostej i selektywnej metody
rozdzielania glikozydéw kwercetyny obecnych w wodnym i metanolowym wyciggu z ziela
Epilobium angustifolium, a takze porownanie, przy uzyciu opracowanej i zwalidowanej
metody, ilosci ww. zwigzkdéw w badanych ekstraktach. Wybratam metode HPTLC jako
metode tania, szybka a jednoczesnie precyzyjng i doktadng. Wzorcowe pochodne

Kkwercetny, przy uzyciu ktérych optymalizowatam rozdziat to: 3-O-glukuronid kwercetyny,
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6”-galoilo-3-O-galaktozyd kwercetyny, hiperozyd, izokwercytryna i kwercytryna. Faza
stacjonarng stosowanag przeze mnie z wyboru jest zel krzemionkowy, i on tez byt
zastosowany w tej analizie jako pierwszy. Jest to adsorbent najpopularniejszy, a co za tym
idzie najtanszy, co byto jednym z moich zatozen. Okazato sie, ze uzycie tego adsorbenta
dato dobre rezultaty. Do rozwijania chromatograméw uzywatam komory poziomej Teflon
DS-chamber (Chromdes, Lublin, Poland), ktéra daje dobre wyniki przy rozdziale mieszanin
zwiazkdw flawonoidowych. Po kilku modyfikacjach najlepszy rozdziat uzyskatam przy
uzyciu mieszaniny: octan etylu-kwas mrowkowy-woda (65-2.5-3 v/v/v) jako fazy ruchome;.
Powyzszy uktad faz w potaczeniu z odczytem densytometrycznym zastosowatam do
oznaczenia zawartosci 3-glukuronidu kwercetyny, hiperozydu, izokwercytryny i kwer-
cytryny w badanych wyciggach, gdyz stwierdzitam brak galoilogalaktozydu kwercetyny
w wyciggu wodnym. Dominujacym zwiazkiem w zespole flawonoidow okazat sie
3-glukuronid kwercetyny.

Kontynuacjg moich badan nad Epilobium angustifolium byto opracowanie
i zwalidowanie metody oznaczania 3-glukuronidu kwercetyny i oenoteiny B w wyciagu
wodnym z ziela wierzbéwki kiprzycy. Jak wykazaty moje poprzednie badania,
3-glukuronid kwercetyny jest dominujacym flawonoidem w zielu, natomiast oenoteina B
jest gtobwnym zwiazkiem odpowiedzialnym za aktywnos¢ tej substancji roslinnej.
Utrudnieniem byt fakt, ze zwiazki naleza do réznych grup chemicznych (flawonoid
i elagotanoid). W przypadku tej analizy takze stosowatam metode HPTLC w potaczeniu
z densytometrig. Bardziej wymagajacy okazat sie zwiazek garbnikowy, ktérego plama po
rozwijaniu na zelu krzemionkowym byta rozmyta i ogonujaca, podobnie zachowywat sie
w czasie rozdziatu w komorze poziomej. Dlatego zastosowatam uktad faz odwroconych,
z zelem modyfikowanym grupami oktadecylowymi (RP18) jako faza stacjonarng oraz
komore¢ pionowa. Mimo wielu prob nie udato mi si¢ rozdzieli¢ zwiazkéw przy uzyciu
jednej fazy ruchomej. Oenoteina B dobrze oddzielata sie od innych sktadnikow wyciagu
w fazie 25% acetonitryl w wodzie (+50mM kwasu fosforowego), przy dtugosci drogi
rozwijania 8 cm, niestety 3-glukuronid kwercetyny w tych warunkach nie dzielit sie
i migrowat razem z hiperozydem i izokwercytryna. Natomiast ponowne rozwiniecie
chromatogramu w 100% acetonitrylu na drodze 4 cm rozdzielito trzy ww. flawonoidy.
W zwigzku z powyzszym do oznaczen ilosciowych oenoteiny B i 3-glukuronidu kwercetyny
w wyciggu wodnym z ziela Epilobium angustifolium uzytam obu faz ruchomych.
Oenoteing B oznaczytam po zastosowaniu pierwszej opisanej fazy ruchomej, natomiast
3-glukuronid kwercetyny po ponownym rozwinieciu w drugiej opisanej fazie. Opracowana
metode zwalidowatam wg wymagan ICH. Te metode oznaczania oenoteiny B w uktadzie
faz: zel krzemionkowy RP18 i 25% acetonitryl w wodzie (+50mM kwasu fosforowego),
zastosowatam takze do zbadania jej zawartosci w wyciggach z innych gatunkéw
wierzbownic: E. hirsutum i E. parviflorum. Wyniki tego oznaczenia zamieszczone sg

w publikacji 11D (spis zamieszczony na str. 35).
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Szczegétowe informacje dotyczace zbioru i identyfikacji materiatu roslinnego,
przygotowania wyciggow, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikéw wykonanych
badan zamiescitam w publikacjach H1 i H2. Wyniki prezentowatam takze w postaci

plakatéw na konferencjach naukowych (13P, 14P, 16 P, 17P) (spis zamieszczony na str. 36).

Potentilla sp. - pieciornik

Sktad chemiczny rodzaju Potentilla jest stosunkowo dobrze poznany, nie byto jednak
dobrych metod do zastosowania w badaniach tozsamosciowych. W moich badaniach
podjetam sie opracowania takiej metody/metod dla kilku ww. gatunkéw pieciornikow.
Nastepnie bardziej szczegotowo zajetam sie badaniem jakosciowym ziela pieciornika
wyprostowanego, gatunku o mniej poznanym sktadzie.

Materiat do badan uzyskatam dzieki wspotpracy z dr. hab. Michatem Tomczykiem
z Zaktadu Farmakognozji, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Wspotpraca nasza
zaowocowata czterema publikacjami, z czego w badaniach opisanych w dwoch z nich
petnitam kluczowa funkcje, i te publikacje sg wtaczone do cyklu w moim postepowaniu
habilitacyjnym.

Celem pierwszej czesci moich badan byto znalezienie uktadu faz, ktéry mogtby byc
stosowany do wykonania profilu chromatograficznego do badan chemotaksonomicznych
rodzaju Potentilla L. Do badan wykorzystatam metode TLC/HPTLC, nacisk potozytam
na zastosowanie rozdziatu izokratycznego, poniewaz sg one zazwyczaj mniej czasochtonne
i charakteryzuja sie lepsza powtarzalnoscia. Zwiazki uzyte do analiz chromatograficznych,
wybratam na podstawie analizy wystepowania poszczegdlnych grup zwigzkéw
w nadziemnych czesciach roslin z rodzaju Potentilla L. na podstawie wczesniej
opublikowanych danych literaturowych. Dlatego profil chromatograficzny opartam
gtdbwnie o zwiazki flawonoidowe, wystepujace licznie w tym rodzaju. Z 17. (aglikony
i glikozydy flawonoidowe, kwas elagowy i jego pochodne) substancji chemicznych przy
uzyciu ktérych optymalizowatam rozdzialty najciekawszy profil chromatograficzny
uzyskatam stosujac 10 z nich, w tym 8. glikozydéw flawonoidowych. Wstepna
zastosowang faza stacjonarng byt zel krzemionkowy, jednak nie uzyskatam
zadowalajgcego rozdziatu pomimo wyprobowania wielu faz. Ciekawy rezultat natomiast
otrzymatam przy uzyciu zelu krzemionkowego modyfikowanego grupami diolowymi.
Najtrudniejszy okazat sie rozdzial par zwiazkow: izokwercytryna — 7-glukozyd luteoliny,
oraz 3-glukuronid kwercetyny - astragalina, ktéry udato mi sie uzyska¢, po wielu
modyfikacjach, w fazie ruchomej: octan etylu-keton metylowoetylowy-eter
diizopropylowy-kwas mrowkowy (3-10-4-1 v/v/v/v). Ten uktad faz moze by¢ wykorzystany
jako tzw. fingerprint dla rodzaju Potentilla L.

Natomiast badania gatunku P. recta, ktéry byt do tej pory mato poznany,
kontynuowatam przy uzyciu metody HPLC-DAD-MS". Skupitam sie na analizie sktadu
frakcji octanu etylu i eteru etylowego otrzymanych z wyciggu metanolowego, ktore we

wstepnych badaniach aktywnosci przeciwutleniajgcej wykazaty najsilniejsze dziatanie.
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Do rozdziatu wykorzystatam uktad faz, ktéry daje dobre rezultaty w separacji zwigzkow
polifenolowych, szczegdlnie flawonoidow pochodnych flawonoli. Zastosowatam kolumne
Zorbax SB, 150 mm x 2.1 mm, 1.9 pm (Agilent, CA, USA), ktéra byta termostatowana,
i utrzymywana w temperaturze 25°C. Faza ruchoma A byta mieszanina: woda-acetonitryl-
kwas mrowkowy (95-5-0.1 v/v/v), a faza B: acetonitryl-kwas mréowkowy (100-0.1 v/v).
Do rozdziatu zastosowatam gradient: 0-60 min, 1-26% B, przy predkosci przeptywu fazy
ruchomej 0,2 mL/min. Widma UV-Vis byty rejestrowane w zakresie 200-450 nm,
a chromatogramy wykreslane przy: 254, 280 i 350 nm. Eluent byt bezposrednio
wprowadzany do nebulizatora spektrometru mas wyposazonego w analizator typu
putapka jonowa (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). Zwiazki byty jonizowane
metoda elektrorozpylania 1 analizowane w trybie jonow ujemnych. Widma
fragmentacyjne  otrzymywano dla dwdch  najbardziej intensywnych  jonow
w rejestrowanym widmie. Rejestrowano charakterystyczne utraty masy odpowiadajgce
oderwaniu reszt cukrowych (162, 132, 176). W przypadku wykrycia utraty
charakterystycznej masy przez zwigzek, rejestrowano widmo fragmentacyjne powstatego
aglikonu. Cisnienie azotu w nebulizatorze byto 40 psi; szybkos¢ przeptywu gazu 9 L/min;
temperatura 300°C; napiecie na kapilarze 4.5 KkV. Zakres skanowania stosunku masy
do tadunku (m/z) od 200 do 2200.

Podczas gdy we frakcji eteru etylu zidentyfikowatam kwasy fenolowe i ich pochodne,
tylirozyd i pochodna Kkatechiny, we frakcji octanu etylu wystepowaty gtéwnie pochodne
heksahydroksydifenylu (HHDP) (zidentyfikowane na podstawie poréwnania z danymi
literaturowymi - Hanhineva i in., 2008), obok pochodnych kwercetyny, kemferolu,
apigeniny i luteoliny. Szczegdlnie ciekawa substancjg chemiczng okazat sie dominujacy
zwiazek frakcji octanu etylu, ktory zostat wyizolowany, a jego struktura potwierdzona
badaniami metoda NMR (‘H, ®C). Zidentyfikowanym zwiazkiem byta agrymonina, ktorej
obecnos¢ opisano juz wczesniej w innych gatunkach pieciornikdw, ale po raz pierwszy
w badanym gatunku. Natomiast po raz pierwszy w rodzaju Potentilla L. stwierdzitam
wystepowanie pochodnych HHDP.

Izolacje i badania struktury agrymoniny przeprowadzitam we wspotpracy z
mgr. Jakubem Piwowarskim z Katedry Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii
WUM.

Szczegdtowe informacje dotyczace zbioru i identyfikacji materiatu roslinnego,
przygotowania wyciagow i frakeji, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikéw
wykonanych badan zamiescitam w publikacjach H3 i H5. Wyniki prezentowatam takze

w postaci plakatow na konferencjach naukowych (19P, 23P) (spis zamieszczony na str. 36).

Tropaeolum majus L. - nasturcja wi¢ksza
Materiat do badan uzyskatam z upraw na polach SGGW.
Badania nad nasturcjg wiekszg rozpoczetam od analizy sktadu i aktywnosci wyciagéow

wodnych i wodnoetanolowych otrzymanych z ziela, a nastepnie zajetam sie sokiem
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ze Swiezego ziela i wyciagami z, oddzielonej od todyg, mieszaniny lisci i kwiatdw. todygi
w przypadku nasturcji zajmujg znaczng mase czesci nadziemnych rosliny, wydato mi sie,
wiec ciekawe porownanie sktadu i aktywnosci catego ziela oraz mieszaniny lisci i kwiatow.
W obu substancjach roslinnych oznaczytam zawartos¢ witaminy C metodg
spektrofotometryczng (nasturcja wymieniana jest jako Zrédto tej witaminy), oraz
izosiarkocyjanianu benzylu, gléwnego metabolitu glukotropeoliny, metoda GC-FID.
Zawartos¢ kwasu askorbinowego w wuyciggach z ziela wynosi: w wyciggach wodnych
18.77£0,42 - 33.76+0,54 mg/g liofilizatu, w wyciggach wodnoetanolowych 18.96+£0.32 -
33.38+0.59 mg/g liofilizatu, w zaleznosci od sposobu przygotowania substancji roslinnej
(suszenie czy liofilizowanie) i sporzadzenia wyciggu (na zimno czy na ciepto), w soku:
18.1£0.9 mg/g liofilizatu, natomiast w wyciagach z lisci i kwiatow: w wodnym 10.3+0.1
mg/g liofilizatu, a w wodnoetanolowym 10.7+0.2 mg/g liofilizatu. Bardzo duze rdznice
w zawartosci stwierdzitam dla izosiarkocyjanianu benzylu w wyciagach z ziela,
w wyciagach z ziela suszonego miescita si¢ ona w granicach 7.4+22 - 18.4+0.5 pg/g
liofilizatu, podczas gdy w wyciagach z ziela liofilizowanego 170.6+25.1 - 277.6+57.0 pg/g
liofilizatu.

Poza powyzszymi oznaczeniami, dla wyciggow z lisci i Kkwiatow oraz soku
przeprowadzitam, metodami kolorymetrycznymi, standaryzacje na: zawartosc flawonoidéw
oraz catkowita zawartosc polifenoli metoda Folina-Ciocalteu.

Wstepna analize sktadu przeprowadzitam przy wuzyciu metody TLC/HPTLC
Po wyprobowaniu kilku faz stwierdzitam, ze interesujacy rozdzial zwiazkéw obecnych
w wyciagach z ziela otrzymatam przy zastosowaniu uktadu faz: zel krzemionkowy i octan
etylu-kwas octowy-kwas mréwkowy-woda (100-11-11-26 v/v/v/v) (Wagner i Bladt, 1996).
Analiza ta pozwolita na potwierdzenie, przy zastosowaniu substancji wzorcowych,
w badanych wyciagach obecnosci: kwasu chlorogenowego, izokwercytryny i astragaliny.

Do blizszej analizy sktadu wyciggow i soku uzytam metody HPLC-DAD-MS",
w warunkach jak przy badaniach frakcji z wyciagu metanolowego z ziela pieciornika
wyprostowanego. W  testach  przeprowadzonych ta metoda, w  wyciggach
wodnoetanolowych z ziela nasturcji stwierdzitam obecnos¢ kwasow kawoilochinowych
(m.in. kwasu chlorogenowego), kwasow p-kumaroilochinowych (zidentyfikowane
na podstawie porownania z danymi literaturowymi - Clifford i in., 2003). Natomiast
flawonoidy (pochodne kwercetyny) byty obecne w matej ilosci. Dla odmiany w wyciagach
wodnych dominowaty zwiazki flawonoidowe: pochodne kwercetyny i kemferolu.
Obecnos¢ kwaséw p-kumaroilochinowych w badanym gatunku opisatam po raz pierwszy.

Ponadto przeprowadzone analizy wykazaty brak glukotropeoliny w wigkszosci
badanych ekstraktow, i tylko S$ladowe jej ilosci zaobserwowatam w wyciagu
wodnoetanolowym otrzymanym na ciepto z ziela suszonego.

Szczegdtowe informacje dotyczace materiatu roslinnego, przygotowania wyciagow

i soku, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikow wykonanych badan zamiescitam
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w publikacjach H6 i H7. Wyniki prezentowatam takze w postaci plakatu na konferencji

naukowej (22P) (spis zamieszczony na str. 36).

Galinsoga sp. - z6ttlica

Materiat do badan zostat zebrany niedaleko Géry Kalwarii (woj. mazowieckie, Polska).

Do analizy sktadu zastosowatam metody HPLC-DAD oraz HPLC-DAD-MS". W obu
badaniach optymalizowatam rozdziat zawartych w mieszaninach zwigzkéw. Ostatecznie
w metodzie HPLC-DAD-MS" zastosowatam kolumne Zorbax SB, 150 mm & 2.1 mm, 1.9 pm
column (Agilent, CA, USA), ktéra byta termostatowana, i utrzymywana w temperaturze
25°C. Faza ruchoma A byta mieszanina: woda-acetonitryl-kwas mréwkowy (95-5-0.1 v/v/v),
a faza B: acetonitryl-kwas mréwkowy (100-0.1 v/v). Do rozdziatu zastosowatam gradient:
0-30 min, 1-30% B, przy predkosci przeptywu 0,2 mL/min. Parametry detekcji
zastosowatam takie jak przy badaniach frakcji z wyciggu metanolowego z ziela pieciornika
wyprostowanego.

Badajac wyciagi z ziela zottlicy juz we wstepnych analizach HPLC-DAD stwierdzitam,
ze pomimo iz w literaturze posrod polifenoli wymieniane sg gtéwnie flawonoidy
(patulytryna, kwercytagetryna i Kkwercymerytryna) oraz wolne kwasy fenolowe,
w badanych przeze mnie frakcjach otrzymanych z wyciagu metanolowego, obok
flawonoidow, w duzej ilosci obecne byty potaczenia kwasu kawowego. Dopiero dzieki
mozliwosci zastosowania detektora masowego, juz w trakcie badan wyciggow wodnych
i etanolowych, udato sie stwierdzi¢, ze sa to potaczenia kwasu kawowego z kwasem
glukarowym, do tej pory rzadko opisywane w literaturze . Zidentyfikowatam cztery mono-,
pie¢ di- i1 trzy trikawoiloglukarowe pochodne, na podstawie poréwnania z danymi
literaturowymi (Maas i in., 2009; Ruiz i in., 2014; Schwaiger i in., 2005). Badania
te ujawnity takze brak réznic w sktadzie jakosciowym pomiedzy badanymi gatunkami.

W drugiej czesci moich badan zajetam si¢ opracowaniem metody, ktora mogtaby byc
wykorzystana do profilowania chemicznego badanych gatunkéw zoéttlicy. Poniewaz
w moich badania stwierdzitam, ze gltdwna grupa zwiazkow tych substancji roslinnych
sg pochodne kwasu kawowego, na nich opartam rozdziaty. Jako wzorce uzytam kwasow:
kawowego i chlorogenowego, substancji obecnych w badanych wyciagach, a poza tym
ogolnie dostepnych. Po wyprobowaniu Kkilku uktadow faz, oraz ich modyfikacjach
najlepszy rozdziat uzyskatam przy zastosowaniu uktadu: zel krzemionkowy oraz octan
etylu-keton metylowoetylowy-kwas mrowkowy-woda (30-9-3-3 v/v/v/v). Uktad ten moze
byc¢ wykorzystany jak fingerprint rodzaju Galinsoga.

W wyciagach wodnych i etanolowych z dwdéch badanych gatunkoéw, ktorych analiza
zajetam si¢ bardziej wnikliwie oznaczytam zawartos$¢ flawonoidow oraz kwasu kawowego
i jego pochodnych (kwasy kawoiloglukarowe i kawoilochinowe) przy uzyciu metody
HPLC-DAD w opisanych powyzej warunkach. Najwyzsza zawartos¢ flawonoidow
stwierdzitam w wyciagu etanolowym z G. parviflora (685.4 = 69.6 mg Q*g”), podczas gdy

najwyzsza zawartos¢ sumy kwasu kawowego i jego pochodnych w wyciagu wodnym z G.
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parviflora (443 + 2.7 mg ChA*g"). Wyciagi etanolowe z obu gatunkéw charakteryzowaty
sie duzg zawartoscig flawonoidow (ponad 60%), a w ekstraktach wodnych zawartos¢
flawonoidow i suma kwasu kawowego i jego pochodnych byta podobna (okoto 4%).
Szczegdtowe informacje dotyczace zbioru i identyfikacji materiatu roslinnego,
przygotowania wyciagow i frakcji, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikow
wykonanych badan zamiescitam w publikacjach H4, H8 i H9. Wyniki prezentowatam
takze w postaci plakatéw na konferencjach naukowych (15P, 25P, 27P) (spis zamieszczony

na str. 36).

Badania aktywnosci przewutleniajacej i przeciwzapalnej substancji roslinnych

pozyskanych z satunkow: Tropaeolum majus L. (ziele, liscie i kwiaty oraz sok), Potentilla

recta L. (ziele) oraz Galinsoga parviflora Cav. (ziele) i Galinsoga quadriradiata Ruiz et Pav

(ziele)

Drugim kierunkiem moich zainteresowan byto zbadanie aktywnosci przeciwzapalne;j

substancji roslinnych, ze szczegdélnym uwzglednieniem aktywnosci przeciwutleniajacej jako
jednego ze sktadnikdw odpowiedzi w stanach zapalnych.

W Swietle przedstawionych danych w celu zdobycia jak najwigkszej wiedzy w tym
temacie przeprowadzitam badania aktywnosci przeciwutleniajgcej zarowno na modelach
bezkomdrkowych, jak i komdrkowych, na ludzkich neutrofilach.

W badaniach bezkomdrkowych wykorzystatam nastepujace testy:

- zdolno$¢  wymiatania  syntetycznego,  stabilnego rodnika  1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylowego (DPPHe) oznaczatam metoda Choi i in. (2002),

- zdolno$¢ wymiatania anionorodnika ponadtlenkowego 0O, generowanego
bezkomdrkowo w uktadzie ksantyna/oksydaza ksantynowa, oznaczatam metoda Choi i in.
(2002), zmodyfikowana przez Kiss i in. (2010). Aby oceni¢ stopien inhibicji oksydazy
ksantynowej, aktywnos¢ enzymu oznaczano przez monitorowanie wytwarzania kwasu
moczowego (Schepetkin i in., 2009),

- zdolnos¢ wymiatania kwasu chlorowego (1) (HCIO) oznaczatam metoda Ching i in. (1994),
zmodyfikowang do warunkéw bezkomodrkowych przez Czerwinska i in. (2012),

- zdolnos¢ wymiatania nadtlenku wodoru (H,0,) oznaczatam metoda O’'Dowd i in. (2004),
zmodyfikowana przez Kiss i in. (2010),

- zdolnos¢ wymiatania tlenku azotu (NO°) oznaczatam metoda Chung i in. (2001),
zmodyfikowang przez Czerwinska i in. (2012),

- zdolnos¢ wymiatania nadtlenoazotynu (ONOO’) oznaczatam metodg Van Dyke i in.
(2000), zmodyfikowana przez Czerwinska i in. (2012),

- zdolnos¢ hamowania utleniania kwasu linolowego oznaczatam metoda Choi i in. (2002).

Na neutrofilach, izolowanych z krwi obwodowej zdrowych ochotnikéow (stacja
krwiodawstwa), oznaczany byt stopien hamowania wytwarzania RFT czyli hamowanie
stresu oksydacyjnego po stymulacji neutrofili f-MLP (N-formylowany peptyd - Formuyl-

Methionyl-Leucyl-Phenylalanine), metoda chemiluminescencji zaleznej od luminolu (Kiss
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iin., 2010).

Ponadto zbadatam wptyw na aktywnos¢ enzymow takich jak hialuronidaza, metoda wg
Farmakopei Amerykanskiej zmodyfikowana przez Piwowarski i in. (2011), oraz
lipooksygenaza, metoda opracowana przeze mnie na podstawie Sigma Enzymatic Assay of
Liposidase (EC 1.13.11.12). Obie metody zostaty dostosowane do oznaczen w matych,
do 200 pL, objetosciach. Wptyw na aktywnos¢ cyklooksygenaz oznaczatam natomiast przy
uzyciu testu COX Inhibitor Screening Assay firmy Cayman Chemicals (Ann Arbor, USA) wg
przepisu producenta.

Substancjami dla ktorych przeprowadzitam badania aktywnosci przeciwutleniajace;j
i przeciwzapalnej sa: ziele pieciornika wyprostowanego, ziele oraz liscie i kwiaty nasturcji

wiekszej oraz ziota pozyskane z zottlicy drobnokwiatowe;j i zottlicy owtosione;j.

Potentilla recta L. - pigciornik wyprostowany

Gatunek pieciornik wyprostowany jest substancjg roslinng stosowana w lecznictwie
ludowym, jednak miat stabo poznany sktad, a takze brak byto doniesien, Kktore
uzasadniatyby zastosowanie go m.in. w stanach zapalnych. Dlatego poza badaniami
sktadu, opisanymi w poprzedniej czesci, przeprowadzitam badania wasciwosci
przeciwutleniajacych i przeciwzapalnych wyciagow i frakcji otrzymanych z ziela P. recta.
Przetestowatam zdolnos¢ wymiatania rodnikdw: DPPH, O,", H,0, i HCIO, oraz wptyw na
aktywnos¢ hialuronidazy i lipooksygenazy. We wszystkich przeprowadzonych testach
aktywnos¢ wyciagéw i frakcji byta zalezna wprost proporcjonalnie od zastosowanego
stezenia.

Najwyzsza aktywnos¢ wymiatajaca DPPH, H,0, (statystycznie znamiennie wyzszg
od innych badanych wyciagéw i frakcji) oraz HCIO zaobserwowatam dla frakcji octanu
etylu (SC50+SEM [ug/mL] = 25.4£2.5, 1.8+0.2 i 8.5%1.2, odpowiednio). Jedynie w uktadzie
ksantyna/oksydaza ksantynowa frakcja eteru dietylowego byta aktywniejsza od frakgji
octanu etylu (SC50+SEM [ug/mLl] = 6.6%x1.3 i 8.6%1.4, odpowiednio). Frakcje te miaty
rowniez najsilniejsze dziatanie hamujace aktywnosc¢ oksydazy ksantynowej, w zaleznosci
od stezenia (w zakresie 5-125 pg/mL) procent produkcji kwasu moczowego wynosit od 93.77
do 18.22% dla frakcji octanu etylu oraz od 98.35 do 25.29% dla frakcji eteru dietylowego.
Na podstawie tych wynikow mozna wywnioskowad, ze frakcja eteru dietylowego
ma silniejsze dziatanie wymiatajgce O,+-, podczas gdy frakcja octanu etylu silniej hamuje
aktywnos¢ oksydazy ksantynowej.

Interesujace wyniki aktywnosci przeciwutleniajacej badanych frakci sktonity mnie
do przeprowadzenia testu na ptytce chromatograficznej przy zastosowaniu DPPH jako
wywotywacza. Okazato sie, ze we frakcji octanu etylu za dziatanie odpowiada gtownie
jeden zwiazek, po doktadniejszych badaniach i izolacji (opisane w cz. Analiza
fitochemiczna) stwierdzitam, ze zwiazkiem tym jest agrymonina. Dla niej rowniez
przeprowadzitam  analizy wtasciwosci  przeciwutleniajacych i przeciwzapalnych.

Agrymonina, podobnie jak frakcja octanu etylu, wymiatata najsilniej H,O, (SC50+SEM =
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0,20£0,01 pM), a w uktadzie ksantyna/oksydaza ksantynowa takze wykazywata efekt
hamowania aktywnosci enzymu.

Aktywnos¢ enzymoéw hialuronidazy i lipooksygenazy najsilniej hamowata frakcja
octanu etylu (IC50+SEM [pg/mL] = 12.99+1.31 i 86.31£5.46, odpowiednio. Agrymonina
rowniez znaczaco hamowata aktywnos$¢ enzymatyczng lipooksygenazy (1C50 = 36.47+1.29
UM), a zwtaszcza hialuronidazy (IC50 = 2.65+0.40 pM).

Otrzymane wyniki czesciowo ttumacza skutecznos¢ wyciggéw z ziela pieciornika
wyprostowanego w stanach zapalnych.

Szczegétowe informacje dotyczace zbioru i identyfikacji materiatu roslinnego,
przygotowania wyciagow i frakcji, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikéw
wykonanych badan zamiescitam w publikacji H5. Wyniki prezentowatam takze w postaci

plakatow na konferencjach naukowych (23P, 24P) (spis zamieszczony na str. 36).

Tropaeolum majus L. - nasturcja wi¢ksza

Ziele nasturcji jest stosowane ze wzgledu na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
izosiarkocyjanianiu benzylu. W moich badaniach zajmowatam sie wyciggami wodnymi
oraz wodnoetanolowymi z ziela oraz lisci i kwiatéw, a takze sokiem ze Swiezego ziela.
Wyciagi wodne z ziela, suszonego i liofilizowanego otrzymane na ciepto i zimno, zostaty
przebadane w kierunku dziatania mikrobiologicznego we wspotpracy z dr Joannag
Stefanska z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Zaden z badanych wyciagéw nie wykazat takiej aktywnosci.

Ciekawsze byto wskazanie do stosowania ziela nasturcji w stanach zapalnych skory.
Dlatego podjetam sie okreslenia aktywnosci przeciwutleniajgcej oraz przeciwzapalnej
badanych wyciggéw i soku. Wymiatanie stabilnego rodnika DPPH przez wszystkie badane
wyciagi, a takze sok byto stabe, przy stezeniu 100pg/mL wyciagi z ziela wymiataty ten
rodnik w okoto 13-20%, podczas gdy wyciagi z lisci i kwiatdw oraz sok w okoto 24-37%.
Najsilniejszg aktywnos$¢ wszystkie badane wyciagi wykazaty wobec H,0,, jednakze
wyciagi z ziela dziataty silniej, a ich SC50+SEM [pg/mL] miescito sie w granicach 14.9+3.1-
38.6+9.3, podczas gdy SC50+SEM [pg/mL] wyciggu wodnego z lisci i kwiatdéw wyniosto
87.6+247, a wyciagu wodnoetanolowego 68.5£16.3. Co ciekawe sok prawie wecale nie
wykazywat aktywnosci wymiatajacej H,0,, wykazat natomiast znaczng aktywnosc
wymiatajacg Oye- (SC50+SEM = 60.4+£2.0 pg/mL). Podobnie do soku dziataty wyciagi z lisci
i kwiatow, SC50+SEM [pg/mL] dla wyciagu wodnego i wodnoetanolowego wyniosto
57.6%x4.7 i 51.2+5.8, odpowiednio. Przy czym stwierdzitam brak wptywu na oksydaze
ksantynowa wszystkich badanych wyciggow i soku. Wobec HCIO wykazatam praktycznie
brak aktywnosci w przypadku wszystkich badanych wyciagéw, a takze soku.

Dla wyciggow z ziela poza dziataniem wymiatajgcym RFT badatam takze stopien
wymiatania RNS, tlenku azotu - NO® i nadtlenoazotynu — ONOO". Wszystkie badane
wyciagi wykazaty silng aktywnos¢ wymiatajaca RNS, ich SC50+SEM [pg/mL] miescito
sie w granicach 4.54+0.26-10.90+1.39 (aktywnos$¢ wymiatajaca NO°) i 2.49+1.50-6.37+1.86
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(aktywnos¢ wymiatajaca ONOO").

Ostatnim badaniem aktywnosci przeciwutleniajacej byta analiza wptywu na stres
oksydacyjny w ludzkich neutrofilach. Zarowno wyciagi z ziela jak i lisci i kwiatdw oraz sok
wykazaty aktywnos¢ zmniejszajgca stres oksydacyjny, jednak silniejsze okazaty sie wyciagi
wodny i wodnoalkoholowy otrzymane z lisci i kwiatow.

We wszystkich przeprowadzonych testach aktywnos$¢ wyciagow byta zalezna wprost
proporcjonalnie od zastosowanego stezenia, nie zaobserwowatam natomiast korelacji
pomiedzy zawartoscig flawonoidéw i polifenoli (opisane w Analiza fitochemiczna),
a dziataniem przeciwutleniajgcym dla wyciagéw z lisci i kwiatéw oraz soku, korelacja taka
byta tylko w badaniu wptywu na stres oksydacyjny w neutrofilach.

Natomiast w przeprowadzonych testach badajacych wptyw na aktywnos$¢ enzymow
hialuronidazy i lipooksygenazy wykazatam brak dziatania badanych wyciagow z ziela,
natomiast stwierdzitam hamowanie COXI1 przez te wyciagi pomiedzy 29 a 68%, przy
stezeniu 50 pg/mL.

Szczegotowe informacje dotyczace materiatu roslinnego, przygotowania wyciagow
i soku, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikow wykonanych badan zamiescitam

w publikacjach H6 1 H7.

Galinsoga sp. - z6ttlica

Pomimo Kkilku doniesien, ktdre moga ttumaczyc¢ zastosowanie wyciagow z ziela zottlicy
w stanach zapalnych, nie byto badan aktywnosci przeciwutleniajacej wyciggow
otrzymywanych z ziela. W lecznictwie czesciej stosowana jest zottlica drobnowiatowa
(G. parviflora Cav.), niz zéttlica owtosiona (G. quadriradiata Ruiz et Pav.) pomimo, ze sktad
chemiczny, co potwierdzity moje badania, dziatanie i zastosowanie obu gatunkow jest
podobne.

W pierwszej czesci badatam aktywnos¢ przeciwutleniajaca wyciagéw metanolowych
(Gp i Gq), oraz metanolowych oczyszczonych chloroformem (Gp2 i Gq2), a takze frakgji
otrzymanych z wyciagdw metanolowych metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE - ang. solid-
phase estraction) uzywajgc kolumienke wypetniong zelem krzemionkowym z grupami
oktadecylowymi. Jako rozpuszczalniki zastosowatam wode oraz metanol o coraz wyzszych
stezeniach (GpH,O, GqH,O, Gp20, Gq20, Gp50, Gg50, Gp70, Gq70, Gp100O i GQq100).
Analizy te obejmowaty badania dziatania wymiatajgcego DPPH i O,e-, oraz hamujacego
utlenianie kwasu linolowego. Wyniki pokazujg, ze ekstrakty z ziot G. parviflora
i G. quadriradiata dziataly wymiatajaco na rodniki, jak i hamujaco utlenianie kwasu
linolowego, w sposéb zalezny wprost proporcjonalnie od zastosowanego stezenia.
Najwieksza zdolnos¢ do wychwytywania DPPH (SC50+SEM = 6.78+0.94 pg/mL) miata
frakcja Gp20. Jednak frakcje GqH,0, GpH,0, Gq20, Gp20, Gp50 oraz Gq50 tez wykazaty
silne dziatanie. W tescie zdolnosci zmiatania O,e- wyciagi pierwotne (Gq, Gp, Gq2, Gp2)
wykazaty silniejszg aktywnos$¢ w pordwnaniu do frakcji, w stezeniu 10 pg/mL wymiataty

42-44% rodnika. Natomiast frakcja o najwyzszej aktywnosci byta Gp50, dla ktorej wartosc
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SC50+SEM wyniosta 30.6+3.1 pg/mL. Zdolnos¢ hamowania utleniania kwasu linolowego
mierzono tylko dla frakcji wykazujacych najwyzszg aktywnos$¢ w poprzednich testach.
Najaktywniejsza byta frakcja GpH,O (IC50+SEM = 6.86%1.31 pg/mlL), frakcja GqH,O
wykazata porownywalna aktywnosc.

Analize zdolnosci wymiatajgcych O,e- przeprowadzitam takze dla wyciggow, ktérymi
zajmowatam sie w drugiej czesci badan, czyli wodnego i etanolowego otrzymanych z obu
badanych gatunkéw zottlic. Dla tych wyciagow zbadatam ponadto zdolnos¢ wymiatania
H,O,. Badane ekstrakty wykazujg aktywnos¢ przeciwutleniajgca zalezng wprost
proporcjonalnie od zastosowanego stezenia. W obu testach wyciagi wodne z obu badanych
gatunkdw Galinsoga byty bardziej aktywne niz wyciagi etanolowe. Badane ekstrakty
wykazaty znacznie wyzsza aktywnos¢ wymiatania H,0,, SC50+SEM  [pg/mlL]
najsilniejszego wyciagu czyli wodnego z ziela G. parviflora wyniosto 1.84+0.59,
niz wymiatania Oze-, SC50SEM [pg/mL] najsilniejszego wyciagu czyli wodnego z ziela
G. quadriradiata wyniosto 18.65+2.70. Test na produkcje kwasu moczowego wykazat,
ze aktywnos¢ ekstraktow w uktadzie ksantyna/oksydaza ksantynowa jest zwigzane
wytacznie z efektem wymiatania rodnika, a nie hamujg one aktywnosci enzymu.

Szczegdtowe informacje dotyczace zbioru i identyfikacji materiatu roslinnego,
przygotowania wyciagow i frakcji, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikow
wykonanych badan zamiescitam w publikacjach H4 i H9. Wyniki prezentowatam takze

w postaci plakatu na konferencji naukowej (15P) (spis zamieszczony na str. 36).

Badania aktywnosci hamujacej] wytwarzanie wolnych rodnikow tlenowych oraz

aktywnosci fotoprotekcyjnej lisci i kwiatow Tropaeolum majus L. oraz ziela Galinsoga

parviflora Cav. i ziela Galinsoga quadriradiata Ruiz et Pav

Badania przeprowadzatam na fibroblastach skory ludzkiej (NHDF). Wykorzystatam
nastepujace testy:
- test redukcji soli tetrazolowej (MTT) do nierozpuszczalnego formazanu, oceniajacy
aktywnos$¢ oksydacyjna mitochondriow komorki, a wiec méwiacy nam o stopniu
toksycznosci badanych wyciagéw, pomiary wykonywano na czytniku mikroptytek,
- test LDH (dehydrogenaza mleczanowa), w tescie tym ocenia si¢ ilos¢ LDH, ktoéra przeszta
do srodowiska po uszkodzeniu $ciany komdrkowej, a wiec Smierci komorki, stuzy on takze
do oceny stopnia toksycznosci badanych wyciggéw, pomiary wykonywano na czytniku
mikroptytek,
- test przy uzyciu dioctanu dichlorofluoresceiny (DCFH,-DA) oceniajgcy procent RFT
w komorce. Fluorescencja byta mierzona przy uzyciu czytnika mikroptytek, lub przy uzyciu
cytometru przeptywowego,
- barwienie aneksyng i jodkiem propidyny (Annesin V-FITC Apoptosis Detection Kit), test
ten pozwala ocenic stopien apoptozy/nekrozy komdrek. Fluorescencja byta mierzona przy

uzyciu cytometru przeptywowego.
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W badaniach analizowatam aktywnos¢ wyciggow wodnych i wodnoalkoholowych
z lisci i kwiatdw oraz soku z nasturcji wiekszej, a takze wyciagi wodne i alkoholowe z ziela
z6ttlicy owtosionej i ziela zottlicy drobnokwiatowej. Do badan wybratam takie wyciagi
(niefrakcjonowane), wodne i etanolowe, poniewaz tego typu wyciagi sa najczesciej
stosowane w medycynie tradycyjnej, a ponadto wykazaty ciekawg aktywnosc

przeciwutleniajaca w testach bezkomdrkowych.

Tropaeolum majus L. - nasturcja wi¢ksza

Poniewaz nasturcja polecana jest w dermatologii i kosmetologii, do leczenia schorzen
skdry, paznokci i wtosow, a takze oparzen m.in. stonecznych, wyciagi i sok z niej
otrzymane wybratam do badan na fibroblastach. Aby stwierdzi¢ stopien toksycznosci
przeprowadzitam test LDH. Badania nie wykazaty cytotoksycznosci badanych
ekstraktdw/soku, a nawet niewielki, ale statystycznie znamienny wptyw cytoprotekcyjny
wyciggu wodnego (w stezeniu 25 pg/mlL) i soku (w stezeniach 25 i 50 pg/mL). Kolejny etap
badan miat na celu analize stopnia ochrony przed promieniowaniem oraz stopnia
hamowania produkcji RFT w komdrkach po naswietlaniu UVA i UVB. W komodrkach
traktowanych UVA nie stwierdzitam istotnych réznic w uwalnianiu LDH pomiedzy
badanymi wyciggami/sokiem a proba Kkontrolna. Jednakze, po naswietlaniu UVB
wyciagi/sok we wszystkich badanych stezeniach wykazaty zalezne od dawki, statystycznie
znamienne dziatanie cytoprotekcyjne. Najsilniej dziatat wyciagg wodnoalkoholowy, ktory
przy stezeniu 100 pg/mL hamowat uwalnianie LDH do sSrodowiska o ok. 30%
w pordwnaniu do kontroli. Stwierdzitam rowniez hamowanie przez badane wyciagi/sok
wytwarzania RFT wywotanego przez naswietlanie UVA, jak i przez naswietlanie UVB.
Badane wyciagi oraz sok (100 pg/mL) obnizyty ilos¢ produkowanych RFT po naswietlaniu
UVA o 10-20%, a po naswietlaniu UVB o 37-51%, w porownaniu do kontroli. Chronigca
komorki aktywnos$¢ badanych wyciggéow/soku jest prawdopodobnie po czesci zwiazana
z hamowaniem wytwarzania RFT.

Wuyniki moich badan czesciowo ttumacza zastosowanie wyciagéw z nasturcji wiekszej
w leczeniu oparzen stonecznych, ale takze leczeniu innych schorzen skory m.in.
pieluszkowego zapalenia skory.

Szczegdtowe informacje dotyczace materiatu roslinnego, przygotowania wyciagow
i soku, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikow wykonanych badan zamiescitam

w publikacji H7.

Galinsoga sp. - zottlica

Ze wzgledu na stosowanie wyciggow z tych roslin w problemach skornych i chorobach
dermatologicznych, do badan na fibroblastach wybratam takze wyciagi wodne i etanolowe
otrzymane z ziela G. parviflora i ziela G. quadriradiata.

W tescie oceny funkcji mitochondriow z uzyciem MTT stwierdzitam, ze inkubacja

komorek w obecnosci wodnych wyciagdw z obu badanych gatunkéw Galinsoga,
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w statystycznie znamiennym stopniu, zapobiegata obnizeniu aktywnosci proliferacyjnej
komodrek stwierdzonej po napromieniowaniu UVA i UVB, w stopniu zaleznym od stezenia.
Efekt ten byt widoczny zaré6wno, gdy komdrki inkubowano z wyciagami wodnymi przed,
po, jak rowniez przed i po naswietlaniu promieniowaniem UV. Zupetnie odmienny wptyw
wywieraty wyciagi etanolowe: przy niskim stezeniu wykazywaty korzystng aktywnosc¢
ochronng podobng do ekstraktdw wodnych, jednak w stezeniach 50-200 pg/mL
obserwowano jeszcze wieksze zahamowanie aktywnosci proliferacyjnej komorek,
niz jedynie po napromieniowaniu UV. Dziatanie to obserwowane byto niezaleznie od tego,
kiedy komorki inkubowano z wyciggami, ale w przypadku napromieniowania UVB byto
znacznie wyzsze niz w przypadku promieniowania UVA.

W badaniach przy uzyciu testu LDH, podobnie jak w przypadku testu MTT,
zaobserwowatam, ze inkubacja komorek w obecnosci wyciagéw wodnych z obu gatunkéw
zmniejszata efekt cytotoksyczny UVA i UVB, w statystycznie znamienny, zalezny od
stezenia sposob. ROwniez podobnie jak przy uzyciu testu MTT, wyciagi etanolowe nasilaty
dziatanie cytotoksyczne promieniowania UV, obserwowany efekt byt silniejszy
w przypadku promieniowania UVA.

Ze wzgledu na wyniki wczesniejszych badan przeprowadzitam proby barwienia
aneksyna/jodkiem propidyny w celu oceny stopnia apoptozy/nekrozy komorek.
W przeprowadzonych testach wyciagi wodne zapobiegaty apoptozie fibroblastow
wywotanej przez promieniowanie UVA i UVB w statystycznie znamienny, zalezny od
stezenia sposob. Wyciagi alkoholowe dziataty zmiennie w zaleznosci od rodzaju
promieniowania, a takze w zaleznosci od tego, czy komorki inkubowano w obecnosci
ekstraktdow przed, po, czy réwnocze$nie przed i po naswietlaniu. Napromieniowanie
promieniami UVA komorek inkubowanych w obecnosci wyciggow alkoholowych przed
i po naswietlaniu, spowodowato niewielkie, lecz statystycznie znamienne zwiekszenie
odsetka komodrek w fazie wczesnej i pdznej apoptozy. Po inkubacji komorek w obecnosci
tych wyciagdéw przed naswietlaniem UVA obserwowano nawet wigkszy wzrost odsetka
komoérek w fazie wczesnej i pdznej apoptozy, a po inkubacji przed naswietlaniem UVB
wzrost odsetek komorek w poéznym stadium apoptozy. Natomiast podczas inkubagji
komdrek z badanymi wyciagami alkoholowymi po naswietlaniu promieniami UVA jak i
UVB stwierdzono silny wzrost odsetka komdrek nekrotycznych.

Hamowanie przez badane wyciagi, zarowno wodne jak i alkoholowe, wytwarzania RFT
wywotanego przez naswietlanie UVA byto silne, statystycznie znamienne w poréwnaniu
do kontroli i wprost proporcjonalne do zastosowanego stezenia.

W przypadku promieniowania UVB hamowanie produkcji RFT przez wyciagi wodne
z obu gatunkéw Galinsoga byto stabsze niz w przypadku promieniowania UVA. Natomiast
wyciagi alkoholowe w niskich stezeniach nasilaty produkcje RFT w komdrkach.

Silniejsza aktywnos$¢ wyciagéw wodnych hamujgca produkcje RFT przez fibroblasty

moze by¢ zwiazana z wigksza zawartoscia kwaséw kawoiloglukarowych (opisane
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w Analiza fitochemiczna). Natomiast aktywnos¢ cytotoksyczna wyciagéw alkoholowych
moze byc¢ zwigzana z obecnoscig zwigzkéw lipofilnych, nieobecnych w wyciggach
wodnych. Wsréd zwigzkdw o takim charakterze, obecnych w czesciach nadziemnych
Galinsoga, wymieniane sa miedzy innymi alkohole tluszczowe, sterole, alkohole
diterpenowe (fitol) i galaktoglikolipidy (parwizydy).

We wszystkich przeprowadzonych testach nie zaobserwowatam statystycznie
znamiennych roznic w sile dziatania wyciagow pomiedzy oboma badanymi gatunkami
76ttlicy.

Szczegétowe informacje dotyczace zbioru i identyfikacji materiatu roslinnego,
przygotowania wyciggow, stosowanej metodyki oraz uzyskanych wynikéw wykonanych

badan zamiescitam w publikacji H9.

Najwazniejsze osiagniecia

- opracowanie i zwalidowanie metod oznaczania: flawonoidéw, oraz oenoteiny B
jednoczesnie z glukuronidem kwercetyny w wyciagach z ziela Epilobium angustifolium,

- opracowanie chromatograficznych uktadow faz, ktore moga byc¢ wykorzystane
do profilowania chemicznego rodzaju Potentilla (metoda HPTLC), oraz rodzaju Galinsoga
(metoda HPTLC i metoda HPLQ),

- stwierdzenie obecnosci, izolacja i potwierdzenie struktury agrymoniny z ziela Potentilla
recta; stwierdzenie obecnosci pieciu pochodnych heksahydroksydifenylu w zielu Potentilla
recta; stwierdzenie obecnosci trzech potaczen kawoilochinowych i trzech potaczen
p-kumaroilochinowych w zielu Tropaeolum majus; stwierdzenie obecnosci czterech
potaczen monokawoiloglukarowych, pieciu potaczen dikawoiloglukarowych i trzech
potaczen trikawoiloglukarowych w zielu Galinsoga parviflora i zielu G. quadriradiata,

- stwierdzenie znacznej aktywnosci przeciwutleniajacej: frakcji octanu etylu i eteru
etylowego z metanolowego wyciggu otrzymanego z ziela P. recta, oraz izolowanej z niego
agrymoniny; wyciagow wodnych i wodnoetanolowych z lisci i kwiatdow Tropaeolum
majus; oraz wyciagow wodnych i etanolowych z ziela Galinsoga parviflora i ziela
G. quadriradiata,

- stwierdzenie dziatania hamujgcego aktywnos¢ enzymoéw (hialuronidazy,
lipooksygenazy i oksydazy ksantynowej) frakcji octanu etylu z metanolowego wyciggu
otrzymanego z ziela P. recta oraz agrymoniny,

- stwierdzenie aktywnosci cytoprotekcyjnej i fotoprotekcyjnej wyciagéw wodnych
i wodnoetanolowych z lisci i kwiatow Tropaeolum majus oraz soku ze Swiezego ziela
nasturgji,

- stwierdzenie aktywnosci cytoprotekcyjnej i fotoprotekcyjnej wyciagéw wodnych

z ziela Galinsoga parviflora i ziela G. quadriradiata.
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Badania przeprowadzitam we wspotpracy z zespotem Katedry Farmakognozji
i Molekularnych Podstaw Fitoterapii WUM, oraz dr. hab. Michatem Tomczykiem z Zaktadu
Farmakognozji, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, Prof. dr hab. Ewa Osinska
z Katedry Roslin Warzywnych i Leczniczych SGGW w Warszawie, i dr Joanng Stefanska
z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM.

Prace badawcze, ktorych wyniki zamieszczone sa w wyszczegolnionych publikacjach,
byty finansowane dzieki wsparciu Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w ramach
prowadzonych projektow badawczych: projektu mtodego badacza przyznanego przez
Warszawski Uniwersytet Medyczny na lata 2005-2006 (nr 03 FW 25/WB/2005-2006),
ktorego bytam Kkierownikiem, oraz tematu statutowego Katedry Farmakognozji
i Molekularnych Podstaw Fitoterapii WUM ,Weryfikacja molekularnej i farmakologicznej
aktywnosci naturalnych zwiazkdw pochodzenia roslinnego o znaczeniu profilaktycznym
w chorobach cywilizacyjnych”. W badaniach wykorzystywatam aparature Centrum Badan
Przedklinicznych i Technologii (CePT) zakupiong z dotacji Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego "Innowacyjna Gospodarka” na lata 2007-

2013.
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5. Omowienie pozostatych osiagniec naukowo - badawczych

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

Od poczatku mojej pracy zawodowej zainteresowania moje skupiaty sie¢ na analizie
sktadu, zarowno pod wzgledem jakosciowym jak i ilosciowym, substancji roslinnych.
W badaniach nad korzeniami réznych gatunkéw z rodzaju Rumesx (Lapathi acuti rs),
ktorymi zajmowatam si¢ w ramach mojej pracy magisterskiej oraz przez jakis czas po jej
ukonczeniu wykorzystywatam metody spektrofotometryczne i Kolorymetryczne do
oznaczen ilosciowych, oraz metode chromatografii cienkowarstwowej do badan
jakosciowych. Korzen kobylaka jest substancjg roslinng tradycyjnie stosowana jako lek
zapierajacy ze wzgledu na znaczng zawarto$¢ zwiazkow garbnikowych. Poniewaz
rownoczesnie wystepuja w niej przeciwstawnie dziatajgce glikozydy antranoidowe,
konieczne byto opracowanie metod oceny surowca, tak aby zapewni¢ bezpieczenstwo
stosowania. Wyniki tych badan zamiescitam w publikacji 1D*, oraz prezentowatam
na konferencji w postaci plakatu (1P)**.

Druga substancja roslinng, ktorg badatam byto Maydis stigma. Ta substancja roslinna
jest stosowana tradycyjnie w tagodzeniu objawdw weczesnych stadiow rozrostu gruczotu
krokowego. Wsrod substancji chemicznych odpowiedzialnych za dziatanie wymieniane sg
m.in. kwasy ttuszczowe i sterole (gltownie B-sitosterol). Moim celem byta analiza sktadu,
gtownie frakcji polifenolowej badanej substancji. Otrzymane wuyniki prezentowatam
na konferencji naukowej (2P)**.

W badaniach nad Geranii pratensae herba przeprowadzanych we wspotpracy
z dr Katarzyng Mitkowskiej-Leyck opracowywatam metode oznaczania geraniny
w wyciggach otrzymanych z ziela bodziszka tgkowego. Opracowana metoda byta
na dwczesne czasy metoda nowatorska. Wyniki moich badan zostaty opublikowane w
pracy 2D*.

Nastepnym zwiazkiem, ktdrego metode oznaczania opracowatam oraz zwalidowatam
byt lawandulifoliozyd w zielu Leonurus cardiaca. Badania te prowadzitam réwniez
we wspotpracy z dr Katarzyng Mitkowska-Leyck. Pomimo tradycyjnego stosowania ziele
serdecznika miato mato opracowanych metod analitycznych do jego standaryzacji. Wyniki
moich badan byty prezentowane na konferencjach naukowych (4P, 6 P)**.

Duza czes¢ mojej pracy badawczej dotyczyta analizy fitochemicznej ziela tymianku
(Thymi hba), wyciggow z niego otrzymanych oraz preparatdw te wyciagi zawierajgcych.
Ziele tymianku jest jedng z wazniejszych substancji roslinnych stuzacych do przygotowania
preparatow stosowanych w infekcjach dréog oddechowych. W aptekach znajduje
sie znaczna liczba preparatow z tymiankiem. Zawierajg one Thymi herba, badz wyciagi
z niego przygotowane, najczesciej Thymi extractum fluidum i Thymi extractum siccum.

Badania rozpoczetam od porownania sktadu ziela tymianku z otrzymanymi z niego,

metodami przemystowymi, wyciggami: Thymi extractum fluidum i Thymi extractum
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siccum.

Ziele tymianku jest substancjg roslinng olejkowa, dlatego standaryzuje sie¢ go na
zawartosci olejku, i zwykle takze znajdujacych sie¢ w nim fenoli. Okazato sie, ze metoda
farmakopealna, stosowana z powodzeniem do oznaczenia zawartosci olejku w zielu
i wyciggu suchym, nie mogta byc¢ uzyta do okreslenia zawartosci olejku w wyciagu
plynnym, poniewaz uniemozliwia to wysoka zawartos¢ etanolu w preparacie.
Zastosowatam, wiec metode dajaca jedynie przyblizone wyniki.

Nastepnym pytaniem na ktore chciatam znalez¢ odpowiedz byto jaka jest zawartos¢
tymolu w obu wyciagach. Wykorzystywana w niektdrych farmakopeach metoda
kolorymetryczna oparta na reakcji Emmersona pozwala oznaczy¢ jedynie sume fenoli.
Dlatego do oznaczen tymolu zastosowatam dwie metody, opracowane i zwalidowane
w toku niniejszych badan, zmodyfikowana metode GC oraz metode densytometryczna.

W nastepnej czesci badan zajetam sie polifenolami. Opisane w literaturze polifenole,
wystepujace w tymianku, to: flawonoidy, kwasy fenolowe i garbniki. Zdecydowatam sie
wiec porownac¢ zawartos¢ tych trzech grup zwiazkéw w badanym zielu i wyciaggach.
W badaniach wykorzystatam metody spektrofotometryczne i kolorymetryczne, opisane
w pismiennictwie: do oznaczania flawonoidow - metode wg FP V, fenolokwaséw — metode
z odczynnikiem Arnova, a garbnikdw - metode adsorpcji na proszku skérzanym.

W dalszej czesci pracy przeprowadzitam wstepne badania jakosciowe (metoda TLC)
kwasow fenolowych. Na ich podstawie stwierdzitam podobny jakosciowo sktad ziela
i wyciaggow, przy czym, dominujgcym zwiagzkiem byt kwas rozmarynowy. Biorgc pod
uwage doniesienia o dziataniu przeciwutleniajacym, przeciwwirusowym, a przede
wszystkim przeciwzapalnym tego zwiazku, zdecydowatam sie w dalszych badaniach
porownac¢ jego zawartos¢ w zielu, otrzymanych z niego wyciggach i preparatach.
Do oznaczania jego zawartosci wykorzystatam takze metoda TLC w potaczeniu
z densytometrig. Opracowana i zwalidowana metoda okazata si¢ specyficzna, doktadna
i precyzyjna. Jest ona takze szybka i prosta, poniewaz zastosowany zostat rozdziat
izokratyczny, a odczyt wykonuje sie bez wywotywania chromatogramu.

Poza dziataniem dezynfekujacym w przypadku schorzen drog oddechowych, w jakich
stosowane jest ziele tymianku, istotne jest rowniez dziatanie rozkurczajgce. Z przegladu
pisSmiennictwa wynika, ze wyciagi z Thymi herba posiadajg taka aktywnos¢. Potwierdzity
to takze badania przeprowadzone we wspoétpracy z Prof. dr hab. Barbarg Filipek z Zaktadu
Farmakodynamiki Collegium Medicum UJ. Wedtug danych literaturowych zwiazkami
odpowiedzialnymi za to dziatanie sg flawonoidy. Z doniesien wynika, ze najbardziej
aktywne spazmolitycznie sg metoksylowane flawony. Dlatego stwierdzenie ich obecnosci
w zielu i analizowanych wyciagach byto przedmiotem moich dalszych badan. Ze wzgledu
na trudnos¢ wuzyskania wzorcowych flawondw, Kirsilineol i 8-metoksykirsilineol
wyizolowano z badanego wyciagu plynnego. Dominujacym zwiazkiem w zespole

flawonoidow byta luteolina. Postanowitam zbadac¢ jej zawartos¢ w zielu i wyciagach.
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W tym celu opracowatam metode TLC w potaczeniu z densytometrig. Opracowana metoda
po zwalidowaniu okazata sie¢ specyficzna, doktadna i stosunkowo precyzyjna. Najwieksza
trudnos¢ sprawit rozdziat luteoliny od innych zwiazkow zawartych w badanym wyciagu,
a szczegoOlnie oddzielenie luteoliny od kwasu fenolowego, ktory ma bardzo zblizona
wartos¢ wspotczynnika retencji. Dlatego ostatecznie do rozdziatu zastosowatam
trzystopniowy gradient.

Poréwnanie zawartosci tymolu, kwasu rozmarynowego i luteoliny obejmowato dalsza
czes¢ moich badan. llosci ww. zwigzkow oznaczatam, poza Thymi herba, Thymi estractum
fluidum i Thymi extractum siccum, takze w naparze i wyciggu etanolowym z substancji
roslinnej oraz trzech preparatach rynkowych. Wycigg etanolowy z ziela tymianku jest
sktadnikiem niektorych preparatdw rynkowych. Natomiast napar jest do tej pory jedna
z najbardziej pospolitych form leku w przypadku zidt. Wybrane do oceny preparaty
rynkowe zawieraty tymianek w rdéznej postaci: ziele, wycigg ptynny i wyciag suchy.
Ponadto tymianek jest w nich gtéwnym sktadnikiem, i jedynym mogacym dziatac
dezynfekujaco czy spazmolitycznie.

Do badan zawartosci tymolu wykorzystatam wyzej opisane metody, w wiekszosci
przypadkéow metode GC, tylko przy oznaczaniu w wyciagu etanolowym metode
densytometryczna po rozdziale metoda TLC.

Oznaczenia zawartosci luteoliny oraz kwasu rozmarynowego wykonatam
opracowanymi i zwalidowanymi metodami TLC w potaczeniu z densytometria.
Porownujac otrzymane wyniki stwierdzitam, ze najlepszg postacia, zarowno ze wzgledu na
zawartos¢ zwigzkow czynnych jak i na dziatanie rozkurczajgce i przeciwskurczowe,
jest wyciag suchy (Thymi extractum siccum). Aczkolwiek wydaje si¢, ze opracowanie
technologii otrzymywania tego wyciagu, tak aby straty tymolu byty mniejsze, lub
wzbogacanie preparatdw zawierajacych extractum siccun dodatkiem tymolu, rozszerzytoby
wskazania i przypuszczalnie podniostoby efektywnos¢ lekéw go zawierajgcych.

Wuyniki tych badan byty podstawa mojej pracy doktorskiej. Czes¢ z moich badan zostata
opublikowana (4D, 6D, 8D, 9D)* oraz byta prezentowana w postaci plakatow

na konferencjach naukowych (5P, 7P-12P)**.

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

Opracowanag, w toku badan nad zielem tymianku, metode oznaczania kwasu
rozmarynowego wykorzystatam takze do oznaczen jego zawartosci w kulturze Korzeni
Ocimum tenuiflorum L., ktore przeprowadzatam we wspoétpracy z dr. hab. Olgg Olszowska
z Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej WUM.

Ponadto metoda ta byta takze stosowana przeze mnie, wraz ze studentkami z kota
naukowego, do oznaczania zawartosci kwasu rozmarynowego w rynkowym preparacie
zawierajacym: Thymi hba, Salviae fol. i Manthae fol. Wszystkie wymienione substancje

roslinne naleza do rodziny Lamiaceae, i sa zaliczane do surowcow olejkowych. Jednak
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forma leku do stosowania badanego preparatu jest napar, czyli wyciag wodny. Ciekawym
wydato sie nam jaka jest zawartos¢ gtéownych sktadnikdow olejkdw eterycznych w naparze,
a takze jaka jest zawartos¢ kwasu rozmarynowego, ktory w przeciwienstwie do lipofilnych
sktadnikéw olejkowych, dobrze rozpuszcza sie w wodzie. Podstawa naszych badan byta
rowniez aktualna (FPIX) standaryzacja Menthae piperitae folii extractum siccum, wtasnie
na zawarto$¢ kwasu rozmarynowego, oraz stwierdzona przeze mnie we wczesniejszych
badaniach znaczna jego ilos¢ w wyciagach z Thymi hba. Oznaczanie sktadnikow
olejkowych prowadzitysmy opracowang w toku badan metodg GC. Stwierdzitysmy
nieznaczne ilosci sktadnikow olejkowych, natomiast znaczng ilos¢ kwasu rozmarynowego.

Moja wiedze i doswiadczenie w zakresie metody HPTLC w potaczeniu z densytometria,
wykorzystatam takze do optymalizacji rozdziatlu w opracowanej metodzie oznaczania
zawartosci oleaceiny, oleuropeiny i echinakozydu w wyciggach otrzymanych z lisci
Ligustrum vulgare L. Badania te prowadzitam we wspodtpracy z dr Monika Czerwinska
z Katedry Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii WUM. Wuyniki badan
zostaly opublikowane w pracy 16D¥* oraz byty prezentowane na konferencjach
naukowych (26P, 28P)**. Plakat 28P zostat nagrodzony przez le Club de Chromatographie
sur Couche Mince na International Symposium for High-Performance Thin-Layer
Chromatography, 02.-04.07.2014, Lyon, Francja.

W ramach wspdtpracy z dr. hab. Michatem Tomczykiem zapoczatkowatam badania nad
polifenolami (ze szczegdlnym uwzglednieniem flawonoidéw) w rodzaju Potentilla s.l.
Sprawowatam opieke merytoryczng nad opracowaniem rozdziatu zwigzkdw, wykonaniem
czesci doswiadczen technika wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej oraz
przeprowadzatam analiz¢ statystyczng wynikow eksperymentow. Wyniki tych badan byty
opublikowane (10D, 12D)*, oraz byty prezentowane na konferencjach naukowych (18P,
20P, 21P)**.

W czasie pracy nad zielem tymianku, a doktadniej w zwiazku z aktywnoscia kwasu
rozmarynowego, blizej zainteresowatam si¢ dziataniem przeciwzapalnym substangji
roslinnych. Bytam cztonkiem zespotu zajmujacego sie¢ badaniem aktywnosci
przeciwzapalnej ziela wierzbownicy i oenoteiny B, gdzie przygotowywatam materiat
do badan oznaczajac m.in. zawarto$s¢ oenoteiny B w wyciggach roslinnych z réznych
gatunkow wierzbownic, metoda przeze mnie opracowang i zwalidowana (14D¥).
Nastepnym etapem byto rozszerzenie stosowanej przeze mnie metodologii badan o analizy
dziatania przeciwzapalnego, rozpoczynajac od prostych testow badania aktywnosci
przeciwutleniajacej, jako jednego z czynnikdw odpowiedzi w stanach zapalnych. Do tych
metod dotgczytam nastepnie testy badania wptywu na aktywnos$¢ enzymow bioracych
udziat w procesie zapalnym. Ostatecznie ukierunkowatam swoje zainteresowania na
substancje roslinne majace tradycyjne wskazania do leczenia schorzen skory. Wyniki tych
badan sa wtaczone do mojego postepowania habilitacyjnego.

Sprawowatam takze opieke merytoryczng nad procesem walidacji opracowanej metody
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HPLC oznaczania oenoteiny B w wybranych substancjach roslinnych. Wyniki badan
zostaty opublikowane w pracy 13D*.

Opracowana przez mnie metode badania hamowania aktywnosci lipooksygenazy
wykorzystatam do zbadania dziatania wyciagéw z lisci Gaultheria procumbens L. Badania
te przeprowadzitam we wspdtpracy z pracownikami Katedry Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego w todzi. Wyniki badan zostaty opublikowane w pracy 15D*.

Aktualnie rozpoczetam badania nad kolejng substancja roslinng (Stellariae mediae
herba), ktéra stosowana jest tradycyjnie w schorzeniach skdry. Ziele gwiazdnicy podobnie
jak ziele zéttlicy jest popularnym w Polsce chwastem. Natomiast dane na temat sktadu i

dziatania tej substancji roslinnej sa ograniczone.

* spis publikacji na stronie 35.

** wykaz doniesien zjazdowych na stronie 36.

¢) podsumowanie osiagnie¢ naukowo-badawczych

Mdj dorobek obejmuje:

e 25 prac oryginalnych, z czego 18 opublikowanych zostato w czasopismach znajdujacych
sie w bazie Journal Citation Report (JCR), a 7 w czasopismach krajowych innych
niz znajdujace sie w bazie Journal Citation Report (JCR). W 13. pracach bytam pierwszym

autorem,
e 7 prac przegladowych,
e 28 streszczen z prezentowanych doniesien na konferencjach naukowych, z czego

6 zostato opublikowanych w Planta Medica, czasopismie znajdujgcym sie w bazie
Journal Citation Report (JCR),

e 1 rozdziat w ksiazce,

e sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi 40,826; taczna punktacja MNiSW: 539,

e liczba wszystkich cytowan publikacji wedtug Web of Science ™ Core Collection: 93 (103
wg bazy Scopus)

e liczba cytowan (bez autocytowan) publikacji wedtug Web of Science ™ Core Collection:
77 (87 wg bazy Scopus)

¢ indeks Hirscha (h) wedtug Web of Science "™ Core Collection i bazy Scopus: 6
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6. Pozostate publikacje oryginalne

1D. Mitkowska K., Bazylko A., Strzelecka H., Korzen kobylaka (R#. Lapathi) jako surowiec leczniczy,
Herba Polonica, 1997, 43(1), 26-32.

2D. Mitkowska K., Bazylko A., Strzelecka H., Kozarewicz P., Korzenie bodziszka tgkowego (Geranium
pratense L. - Geraniaceae) jako nowy surowiec garbnikowy, Herba Polonica, 44(4), 287-291, 1998.

3D. Stefannska J.,, Mitkowska-Leyck K., Bazylko A., Kozarewicz P. Badania aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej preparatdow z korzeni bodziszka takowego (Geranium pratense L. -
Geraniaceae), Farmacja Polska, 1998, 54(20), 944-947.

4D. Bazylko A., Strzelecka H., Quantitative determination of phenol derivatives from Oleum Thymi,
Chromatographia, 2000, 52(1/2), 112-114 (IF300 - 1,619).

5D. Skopinska-Rozewska E., Strzelecka H., Sommer E., Sokolnicka 1., Bazylko A., Filewska M.,
Immunotropowe i antyangiogenne wtasciwosci preparatu EKOGAL, Onkologia Polska, 2001,
4(3-4), 119-123.

6D.Bazylko A., Sliwinska A., Strzelecka H., lzolacja kirsilineolu i 8-metoksykirsilineolu z Thymi
extractum fluidum, Herba Polonica, 2002, 48(3), 130-135.

7D. Skopinska-Rozewska E., Strzelecka H., Biatas-Chromiec B., Sommer E., Filewska M., Bazylko A,
Skurzak H., Badanie wptywu preparatu PROSTAMER na wzrost miesaka L1 u myszy, Urologia
Polska, 2002, 55(2), 20-25.

8D. Bazylko A., Strzelecka H.,, A HPTLC densitometric determination of luteolin in Thymus vulgaris
and its extracts, Fitoterapia, 2007, 78(6), 391-395 (1F;07 - 1,106).

9D. Bazylko A., Zygmunt M., Sapa J., Strzelecka H., Filipek B., Determination of spasmolytic and
anti-spasmodic activity of thyme extracts and one of it's major component, rosmarinic acid in
isolated rabbit ileum and isolated rat aorta, Acta Biologica Cracoviensia, series: Zoologia, 2009,
51, 49-54.

10D. Tomczyk M., Bazylko A., Staszewska A., Determination of polyphenolics in estracts of
Potentilla species by high-performance thin-layer chromatography photodensitometry method,
Phytochemical Analysis, 2010, 21(2), 174-179 (1F,¢;0 - 1,848).

11D. Kiss A.K. Bazylko A., Filipek A., Granica S., Jaszewska E., Kiarszys U., Kosmider A., Piwowarski
J., Oenothein B’s contribution to the anti-inflammatory and antiosidant activity of Epilobium
sp., Phytomedicine, 2011, 18, 557-560 (I F;¢; - 3,268).

12D. Tomczyk M., Bazylko A., Bonarewicz J., Method development and validation for optimized
separation of quercetin derivatives in selected Potentilla species using high-performance thin-
layer chromatography photodensitometry method, Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 2012, 61, 265- 270 (1Fyo:2 - 2,947).

13D. Granica S., Bazylko A., Kiss A.K., Determination of macrocyclic ellagitannin-oenothein B in
plant material by HPLC-DAD-MS. Method development and wvalidation, Phytochemical
Analysis, 2012, 23, 582-587 (1Fyo1 - 2,480).

14D. Schmid D., Gruber M., Piskaty C., Woehs F., Renner A., Nagy Z., Kaltenboeck A., Wasserscheid
T., Bazylko A., Kiss A., Moeslinger T., Inhibition of nuclear factor kappa B dependent cytokine
and inducible nitric oxide synthesis by the macrocyclic ellagitannin oenothein B in TLR-
stimulated RAW 264.7 macrophages, Journal of Natural Products, 2012, 75(5), 870-875 (IF;os2 -
3,285).

15D. Michel P., Dobrowolska A., Kicel A., Bazylko A., Granica S., Piwowarski J., Olszewska M.,
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Phenolic profile, antioxidant and anti-inflammatory activity of Eastern Teaberry (Gaultheria
procumbens L.) leaf extracts, Molecules, 2014, 19, 20498-20520 (IF94 - 2,416).

16D. Czerwinska M.E., Ziarek M., Bazylko A., Osiniska E., Kiss A.K., Quantitative determination of
secoiridoids and phenylpropanoids in different esxtracts of Ligustrum vulgare L. leaves by

validated HPTLC-photodensitometry method, Phytochemical Analysis, 2015, DOI
10.1002/pca.2558 (1Fzo1s - 2,341).

7. Publikacje przegladowe

1R. Bazylko A., Strzelecka H., Surowce roslinne stosowane w terapii cukrzycy, Herba Polonica, 1997,
43(3), 253-270.

2R. Sliwinska A., Bazylko A., Strzelecka H., Spazmolityczne dziatanie Thymi herba et extracta, Herba
Polonica, 2001, 47(1), 56-69.

3R. Bazylko A., Witasciwosci farmakologiczne 1 toksyczne naftochinondw oraz surowcéw
zawierajacych te grupe zwigzkow, Czynniki Ryzyka, 2006, 49(3), 33-39.

4R. Bazylko A., Naruszewicz M., Biologiczne i terapeutyczne wtasciwosci diosminy na podstawie
badan klinicznych preparatu Phlebodia 600, Czynniki Ryzyka, 2007, 52(2), 60-64.

5R. Bazylko A., Koztowska-Wojciechowska M., Wptyw polifenoli z Zurawiny na zdrowie cztowieka,
Czynniki Ryzyka, 2007, 54(4), 57-61.

6R. Bazylko A., Kiss A.K., Naruszewicz M., Zastosowanie koagregowanej diosminy w przewlektej
niewydolnosci zylnej, Czynniki Ryzyka, 2008, 58(4), 26-30.

7R. Bazylko A., Substancje roslinne, wskazania i przeciwwskazania do stosowania w czasie ciazy i

przygotowania do porodu, Farmacja Polska, 2010, 66(7), 478-483.

8. Udziat w miedzynarodowych lub krajowych konferencjach naukowych

1P. Mitkowska K., Bazylko A., Strzelecka H., Wstepne badania chemizmu korzenia kobylaka - plakat
na V-tej Konferencji: Zastosowanie metod chromatograficznych w badaniach fitochemicznych i
biomedycznych, Lublin, 21-22.06.1996

2P. Bazylko A., Strzelecka H., Wstepne badania zwigzkéw polifenolowych w Maidis stigma- plakat
na VlI-tej Konferencji: Zastosowanie metod chromatograficznych w badaniach fitochemicznych i
biomedycznych, Lublin, 19-21.06.1997

3P. Staszewska M., Malinowski J., Bazylko A., Mitkowska K., Ocena wybranych roslinnych
preparatow galenowych- plakat na VI-tej Konferencji: Zastosowanie metod chromatograficznych
w badaniach fitochemicznych i biomedycznych, Lublin, 19-21.06.1997

4P. Mitkowska-Leyck K., Bazylko A., Marciniak M., Oznaczanie zawartosci wybranych glikozydow
fenylopropanoidowych (lawandulifoliozydu) w zielu Leonurus cardiaca L., Lamiaceae., metoda
densytometryczna- plakat na Sympozjum: Jakos¢ Leku we wdrozeniach, produkgji i kontroli,
Miedzeszyn, 15-17.03. 2000. Abstrakt opublikowany w Biuletynie Instytutu Lekéw 44(1), 218-219,
2000

5P. Bazylko A. Sliwinska A., Strzelecka H., Investigation of polyphenols in Extractum Thymi
fluidum- plakat na: 2" International Symposium on Chromatography of Natural Products,
Lublin - Kazimierz Dolny, 14-16.06. 2000

6P. Mitkowska-Leyck K., Bazylko A., Kopczacki P., Witowska J., Strzelecka H., Phenylethanoid

glycosides from Leonurus cardiaca, plakat na konferencji: International Congress and 48"
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Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant Research, Ziirich, Szwajcaria, 3-7.09. 2000

7P. Bazylko, A., Strzelecka, H., Analysis of essential oils of Thymi herba et extracta., plakat na
konferencji: World Conference on Medicinal and Aromatic Plants, Budapeszt, Wegry, 8-
11.07.2001

8P. Bazylko A., Strzelecka H., Badania poréwnawcze flawonoidow zawartych w Thymi herba et
extracta, plakat na IV-tej Konferencji: Flawonoidy i ich zastosowanie, Rzeszéw, 23-25.05.2002

9P. Bazylko A, Strzelecka H., Comparative investigation of thyme and its commercialized extracts,
plakat na: 3"! International Symposium on Chromatography of Natural Products, Lublin -
Kazimierz Dolny, 12-15.06.2002

10P. Bazylko A., Stefanska J., Strzelecka H., Chemical and microbiological studies of main
compounds of Thymi herba et extracta, plakat na 33" International Symposium on Essential
Oils, Lizbona, Portugalia, 04-07.09.2002

11P.Bazylko A., Strzelecka H., Quantitative determination of rosmarinic acid in Thymi herba and
extracta, plakat na: 51" Annual Congress of the Society for Medicinal Plant Research, Kiel,
Niemcy, 31.08-04.09.2003

12P. Bazylko A., Strzelecka H., Investigation of polyphenolic acids in Thymi herba, plakat na 4"
International Symposium on Chromatography of Natural Products, Lublin - Kazimierz Dolny, 14-
17.06.2004

13P. Bazylko A., Kiss A., Kowalski J., Quantitative determination of oenothein B in Epilobium
exstracts, plakat na: 53° Annual Congress of the Society for Medicinal Plant Research, Florengja,
Wtochy, 21.08-25.08.2005

14P. Bazylko A., Kiss A., Kowalski J., Determination of flavonoids in extracts of Epilobii angustifolii
herba by HPTLC-densitometry, plakat na: 54" Annual Congress of the Society for Medicinal
Plant Research, Helsinki, Finlandia, 29.08-02.09.2006. Abstrakt opublikowany w Planta Medica
72(11), 1074, 2006

15P. Derwinska M., Bazylko A., Kowalski J., Antiodidant activity of Galinsoga parviflora and
Galinsoga quadriradiata, plakat na: 54" Annual Congress of the Society for Medicinal Plant
Research, Helsinki, Finlandia, 29.08-02.09.2006. Abstrakt opublikowany w Planta Medica 72(11),
1012, 2006

16P. Bazylko A., Kiss A., Kowalski J., Simultaneous determination of oenothein B and quercetin
glucuronide in aqueous extract of Epilobii angustifolii herba, plakat na: 55° International
Congress and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant Research, Graz, Austria, 02.09-
06.09.2007. Abstrakt opublikowany w Planta Medica 73(9), 900, 2007

17P.Kiss A., Kiarszys U., Piwowarski J., Staszewska A, Bazylko A., Contribution of oenothein B in the
anti-inflammatory activity of Epilobium sp. estracts, plakat na: 7th Joint Meeting of GA, AFERP,
ASP, PSI & SIF - (Association Francophone pour I'Enseignement et la Recherche en
Pharmacognosie (AFERP), American Society of Pharmacognosy (ASP), Society for Medicinal
Plant Research (GA), Phytochemical Society of Europe (PSE), and Societa Italiana di Fitochimica
(SIF -)), Ateny, Grecja, 03-08.08.2008. Abstrakt opublikowany w Planta Medica 74(9), 68, 2008

18P. Tomczyk M., Bazylko A., Staszewska A., Simultaneous determination of polyphenolics in
extracts of Potentilla species, plakat na: 7th Joint Meeting of GA, AFERP, ASP, PSI & SIF -,
Ateny, Grecja, 03-08.08.2008. Abstrakt opublikowany w Planta Medica 74(9), 214, 2008

19P. Bazylko A, Tomczyk M., Flaziniska A., Legas A., Optimization of the separation of flavonoids,
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methyl brevifolincarboxylate, ellagic acid and its derivative in esxtracts from Potentilla species
using HPTLC, plakat na 7" International Symposium on Chromatography of Natural Products
joined with 6" International Symposium of the International Society for the Development of
Natural Products, Lublin 14-17.06.2010

20P. Tomczyk M., Bazylko A., Legas A., Development of HPTLC method for quantification of
flavonoids in extracts of the selected Potentilla species, plakat na: 58" International Congress
and Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant Research, Berlin, Niemcy, 29.08-
02.09.2010. Abstrakt opublikowany w Planta Medica 76(12), 1329, 2010

21P. Bazylko A., Tomczyk M., Bonarewicz )., Legas A., Quantitative determination of flavonoid
glycosides in extracts of Potentilla species, plakat na: International Symposium for High-
Performance Thin-Layer Chromatography HPTLC 2011, Basel, Szwajcaria, 06-08.06.2011

22P. 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
methods, plakat na 8" International Symposium on Chromatography of Natural Products,
Lublin 17-20.05.2012

23P. Bazylko A., Tomczyk M., Bonarewicz J., Legas A., Comparison of antiosidant activity of
different extracts and fractions of Potentilla recta 1. herb, g Joint Meeting of AFERP, ASP, GA,
PSE & SIF -, New York City, USA, 28.07-01.08.2012

24P. Bazylko A., Piwowarski J., Tomczyk M., Agrymonina, elagotanina wyizolowana z Potentilla
recta 1., jej aktywnosc¢ przeciwutleniajaca i przeciwzapalna, plakat na XXII Naukowym Zjezdzie
Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Biatystok 18-21.09.2013

25P. Bazylko A., Boruc K. Borzym J, Kiss A.K.,, Aqueous and ethanolic estracts of Galinsoga
parviflora and Galinsoga ciliata - composition investigations using HPTLC and HPLC-DAD-MS
methods, plakat na 9" International Symposium on Chromatography of Natural Products,
Lublin 26-29.05.2014

26P. Czerwinska M., Ziarek M., Bazylko A., Osinska E., Kiss A., Determination of secoiridoids and
phanylpropanoids in different extracts of Ligustrum vulgare L. leaves by HPTLC and HPLC-
DAD-MS methods, plakat na 9" International Symposium on Chromatography of Natural
Products, Lublin 26-29.05.2014

27P. Bazylko A., Boruc K., Kiss A.K., Optimization of the separation of caffeoyl derivatives from
aqueous and ethanolic estracts of Galinsoga parviflora and Galinsoga ciliata, International
Symposium for High-Performance Thin-Layer Chromatography, Lyon, Francja, 02-04.07.2014

28P. Ziarek M., Czerwinska M., Bazylko A., Osinska E., Kiss A., HPTLC analysis of secoiridoids and
phenylpropanoids in different extracts of Ligustrum vulgare L. leaves, International Symposium

for High-Performance Thin-Layer Chromatography, Lyon, Francja, 02-04.07.2014

9. Monografia

Bazylko A., Naruszewicz M., Zastosowanie chromatografii cienkowarstwowej (TLC) i
wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC), w potaczeniu z densytometria, do
badan substancji roslinnych, w Postep w ocenie jakosci substancji i produktéw leczniczych pod red.
prof. UM dra hab. Edmunda Grzeskowiaka, prof. UM dr hab. Anny Jelinskiej i prof. dr hab.
Marianny Zajac. UM Poznan, Poznan 2010, str. 209-223.
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10. Wspotpraca naukowa

11.

z Zaktadem Farmakognozji, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (dr hab. Michat
Tomczyk) dotyczaca badan nad rodzajem Potentilla sensu lato (4. wspdlne publikacje),

z Zaktadem Mikrobiologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
(dr Joanna Stefanska) dotyczaca badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej substangji
roslinnych (2. wspodlne publikacje),

z Katedrg Roslin Warzywnych i Leczniczych SGGW w Warszawie (Prof. dr hab. Ewa
Osinska) dotyczaca uprawy roslin do pozyskiwania substancji roslinnych
o potwierdzonym pochodzeniu (2. wspolne publikacje),

z Zaktadem Ekologii i Ochrony Przyrody w Turystyce Uniwersytetu Rzeszowskiego
(dr Maria Ziaja) dotyczaca pozyskiwania substancji roslinnych o potwierdzonym

pochodzeniu ze stanu naturalnego.

Projekty badawcze

Praca wtasna, lata 1999-2001: Akademia Medyczna w Warszawie (obecnie: Warszawski
Uniwersytet Medyczny) nr: FW-25/W/1999-2001; temat: ,,Badanie frakcji garbnikowych
w wybranych surowcach z rodziny Lamiaceae”; udziat: kierownik tematu

Praca wtasna, lata 2002-2004: Akademia Medyczna w Warszawie (obecnie: Warszawski
Uniwersytet Medyczny) nr: 03-FW-25/W-1/2002-2004; temat: ,Ocena metod
standaryzacji preparatéw roslinnych w swietle najnowszych badan”; udziat: kierownik
tematu

Praca wtasna (projekt mtodego badacza), lata 2005-2006: Akademia Medyczna w
Warszawie (obecnie: Warszawski Uniwersytet Medyczny) nr: FW-25/WB1/2005-2006;
temat: ,Opracowanie metod do standaryzacji surowcow i ztozonych preparatow
pochodzenia roslinnego”; udziat: kierownik tematu

Praca wtasna, 2008: Akademia Medyczna w Biatymstoku (obecnie: Uniwersytet
Medyczny w Biatymstoku); temat: ,,Oznaczanie zawartosci zwiazkow polifenolowych w
wybranych taksonach rodzaju Potentilla L.” (nr 4-12546F); udziat: wspotwykonawca
(kierownik tematu: dr n. farm. Michat Tomczyk, Zaktad Farmakognozji UM B)

Praca wtasna, 2011: Akademia Medyczna w Biatymstoku (obecnie: Uniwersytet
Medyczny w Biatymstoku); temat: Oznaczenia flawonoidéw w wybranych gatunkach z
rodzaju Potentilla L. metoda HPTLC. (nr 11-12610F); udziat: wspétwykonawca (kierownik
tematu: dr n. farm. Michat Tomczyk, Zaktad Farmakognozji UMB)

Praca wtasna, 2012: Akademia Medyczna w Biatymstoku (obecnie: Uniwersytet
Medyczny w Biatymstoku); temat: ,Badania aktywnosci przeciwutleniajgcej i
przeciwzapalnej wybranych gatunkéw z rodzaju Potentilla L.” (nr 123-12885F); udziat:
wspdétwykonawca (kierownik tematu: dr n. farm. Michat Tomczyk, Zaktad

Farmakognozji UM B)
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12. Otrzymane nagrody za dziatalnosc¢ naukowa

Indywidualna nagroda Rektora WUM, naukowa | stopnia za: cykl publikacji dotyczacy
oznaczania zawartosci zwigzkow fenolowych w wyciggach i surowcach roslinnych
metoda densytometryczng po rozdziale metoda chromatografii cienkowarstwowej; 2008
rok.

Indywidualna nagroda Rektora WUM, naukowa Il stopnia za: cykl publikacji dotyczacy
badan zwiazkow polifenolowych w réznych gatunkach Potentilla sp. metodg HPTLC-
densytometryczna; 2012 rok.

Zespotowa nagroda Rektora WUM, naukowa III stopnia za: cykl publikacji dotyczacych
badania dziatania przeciwutleniajacego i przeciwzapalnego czesci nadziemnych

pozyskanych z Galinsoga sp., Tropaeolum majus i Potentilla recta; 2014 rok.

Za osiagniecia naukowe oraz wktad w organizacje procesu dydaktycznego zostatam

odznaczona w 2012 r. przez Prezydenta Rzeczpospolitej Polskiej Brazowym Krzyzem Zastugi.

13. Przebyte szkolenia i kursy

Szkolenie  dotyczace  optymalizacji  rozdziatu w  metodzie chromatografii
cienkowarstwowej TLC (prof. dr hab. n. farm. Grazyna Matysik, Wuydziat
Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej UM w Lublinie, Katedra Chemii,
Samodzielna Pracownia Chromatografii Planarnej, 21-25.09.2000).

Szkolenie z zakresu badania wyciggow i preparatow roslinnych; Pharmaton, Lugano,
Szwajcaria (15-31.09.2002).

Kursy z zakresu techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC (Wydziat
Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej UM w Lublinie, Katedra Chemii,
29.01-03.02.1996; 12-16.09.2005).

Kurs nowoczesnej chromatografii cienkowarstwowej (Wydziat Farmaceutyczny
z Oddziatem Analityki Medycznej UM w Lublinie, Katedra Chemii, 13-17.09.2004).
Szkolenie z zakresu walidacji metod analitycznych stosowanych w ocenie jakosci
substancji czynnych produktow leczniczych; Urzad Rejestracji, Warszawa, 04.11
i 10.11.2005.

Kurs pedagogiczny organizowany przez Akademie Medyczng w Warszawie (obecnie

Warszawski Uniwersytet Medyczny), w roku akademickim 2001/2002.

14. Dziatalnosc¢ dydaktyczna i popularyzatorska

a) dziatalnos$¢ dydaktyczna w ramach WUM

Od poczatku mojej pracy biore czynny udziat w zajeciach dydaktycznych dla studentow

Wuydziatu Farmaceutycznego, kierunek Farmacja:

- przygotowywatam, aktualizuje i wygtaszam wyktady dla roku 111, aktualnie materiat
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przeze mnie wyktadany obejmuje: przedmiot i zakres farmakognozji, pierwotne i wtorne
substancje roslinne - wstep, weglowodany, wstep do glikozydéw, glikozydy fenolowe,
procyjanidyny i antocyjany, glikozydy nasercowe, antrazwiazki, olejki eteryczne, sterole

i steroidy, zwiazki siarki oraz wydzieliny pochodzenia roslinnego,

- przygotowywatam i wygtaszatam wyktady dla IV i V roku Fakultatywnego Bloku
Programowego Fitochemia i Fitoterapia, z ktorych jeden, dotyczacy walidacji metod
analitycznych w badaniach substancji i ekstraktow roslinnych, znalazt sie aktualnie

w programie Bloku Analiza Farmaceutyczna,

- na roku IlIl prowadze cwiczenia z mikroskopowej identyfikacji, a takze badan
fitochemicznych substancji roslinnych, bratam czynny udziat w opracowywaniu

ich aktualnej wersji,

- prowadze takze ¢wiczenia na roku 1V, dla Bloku Analiza Farmaceutyczna (poprzednio
dla Fakultatywnego Bloku Programowego Fitochemia i Fitoterapia) dotyczace oznaczania
Kwasu rozmarynowego, metodg HPTLC w potaczeniu z densytometria, w preparatach

rynkowych zawierajacych substancje roslinne z rodziny Lamiaceae.

Od roku akademickiego 2004/2005 bytam kierownikiem ¢wiczenn w ramach przedmiotu
Farmakognozja: od roku akademickiego 2004/2005 pracowni mikroskopowej, od roku
2006/2007, zaréwno pracowni mikroskopowej jak i fitochemicznej, funkcje te petnitam

do roku akademickiego 2011/2012.

W roku akademickim 2007/2008 bytam osoba odpowiedzialng za opracowanie

egzaminu testowego z przedmiotu Farmakognozja.

Jestem bezposrednim opiekunem 1-2 studentow rocznie w ramach Kota Naukowego

przy Katedrze. Dwie moje studentki uzyskaty mini granty studenckie.

Bytam bezposrednim opiekunem dwudziestu prac magisterskich, z czego 4. zostaty

nagrodzone na Wydziatowym Konkursie Prac Magisterskich.
W latach 2011-2015 bytam recenzentem 11. prac magisterskich.

W 2007 roku recenzowatam prace magisterskie w ramach XLIV Wydziatowego

Konkursu Prac Magisterskich, w grupie tematycznej Lek Pochodzenia Naturalnego.

W latach 2014 i 2015 zostatam zaproszona aby peini¢ role recenzenta w ramach
konferencji naukowej studentow Warsaw International Medical Congress, organizowanej

przez Studenckie Towarzystwo Naukowe i Samorzad Studentow WUM.

W 2005 roku dostatam nagrode Rektora Akademii Medycznej w Warszawie (obecnie

Warszawski Uniwersytet Medyczny), zespotowa dydaktyczng pierwszego stopnia.

Jestem rowniez wysoko oceniania jako nauczyciel akademicki przez studentow,

w ramach ankiety studenckiej, w latach 2011/2012, 2012/2013, 2013/2014 uzyskatam noty:
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4,45, 4,81, 4,58 w 5 stopniowej skali.

W ramach szkolenia ciggtego farmaceutdw wygtaszam wyktad na temat interakcji

i dziatan niepozadanych lekéw roslinnych.

W 2011 r. przeprowadzitam staz szkoleniowo-naukowy, z zakresu badan ilosciowych
zwiazkdw flawonoidowych w wybranych gatunkach roslin z rodzaju Potentilla L.
z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC) w potaczeniu z technika
densytometryczng, dr. n. farm. Michata Tomczyka z Zaktadu Farmakognozji Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku

W latach 1996-2006 prowadzitam <(wiczenia i wyktady na I i Il stopniu Kkursu

»Towaroznawstwo zielarskie” organizowanym przez Katedre.

b) dziatalnos$¢ dydaktyczna i popularyzatorska poza WUM

W latach 2002-2008 pracowatam w Technikum Farmaceutycznym w Medycznej Szkole
Policealnej nr 2 w Warszawie, prowadzitam wyktady oraz zajecia praktyczne z przedmiotu

Farmakognozja.

Prowadzitam wyktady 1 c¢wiczenia z zakresu fitoterapii oraz badania surowcow

roslinnych dla dzieci w ramach Uniwersytetu Dzieci.

Od wrzesnia 2007 do stycznia 2009 - redaktor naczelna Farmastyle ISSN: 1898-6129,
Medical Education, Warszawa. Gtéwnym moim celem jako redaktora byto dostarczenie
farmaceutom pracujgcym w aptekach wiedzy opartej na najnowszych badaniach

naukowych.

Prace popularnonaukowe:

1. Bazylko A., Odkrywamy naftochinony. Pau d’arco (Lapacho) i inne surowce bogate w
naftochinony dostepne w Polsce, Farmastyle, 2007, vol.1 nr 2(2), 36-39.

2. Kiss A., Bazylko A., Tomczyk M., Leki roslinne dziatajgce na gruczot krokowy, Farmastyle, cz. 1:,
2008, vol. 2 nr 1(3), 34-37.

3. Kiss A., Bazylko A, Tomczyk M., Leki roslinne dziatajace na gruczot krokowy, Farmastyle, cz. 2:
2008, vol. 2 nr 2(4), 30-33.

4. Kiss A., Bazylko A., Tomczyk M., Leki roslinne dziatajace na gruczot krokowy, Farmastyle, cz. 3,
2008, vol. 2 nr 3(5), 32-35.

5. Bazylko A., Kiss A., Surowce roslinne o dziataniu uspokajajacym, Farmastyle, 2008, vol.2 nr 4(6),

32-38.
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15. Recenzowanie publikacji w czasopismach

Wystepowatam w roli recenzenta 50. prac zgtoszonych do publikacji w czasopismach
o zasiegu miedzynarodowym: African Journal of Traditional, Complementary and
Alternative Medicines (1), Central European Journal of Biology (1), Chromatographia (5),
Current Drug Targets (1), Industrial Crops and Products (13), Journal of Applied Biomedicine
(1), Journal of Chromatography A (5), Journal of Food Composition and Analysis (2),
Journal of Medicinal Plants Research (3), JPC-Journal of Planar Chromatography-Modern
TLC (12), Molecules (1), Natural Product Research (1), Phytochemical Analysis (1),
Phytotherapy Research (2), SpringerPlus (1).

16. Dziatalnosc¢ organizacyjna

Rada Wuydziatu - delegat pracownikdw naukowo-dydaktycznych niebedacych
pracownikami samodzielnymi 1999-2002
Komisje Senackie: Dyscyplinarna Komisja ds. Studentéw 1999-2002

Odwotawcza Dyscyplinarna Komisja ds. Studentéw  2002-2005
2005-2008
Wydziatowa Komisja ds. mini grantéw studenckich oraz projektdow mtodego badacza

od 2014

W trakcie pracy w Komisji Dyscyplinarnej w jednej z rozpatrywanych spraw petnitam

funkcje Przewodniczacej Sktadu Orzekajacego.

17. Pozostate

Uczestniczytam ponadto w pracach dotyczacych opracowywania metodyki standaryzacji
oraz oceny surowcow i preparatow roslinnych: mieszanki ziotowe, Kkapsutki,
przeciwbiegunkowa pasta lecznicza. Opracowatam takze dwie monografie do FPVIII:

Species diureticae i Species metabolicae.
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