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1. Jakub Piwowarski

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

Dyplom magistra farmacji — uzyskany w dniu 31 marca 2010 roku na podstawie
obronionej pracy magisterskiej ,Aktywno$¢ hamujgca hialuronidaze wyciggow z
surowcoéw garbnikowych stosowanych w medycynie ludowej w terapii choroby
hemoroidalnej]” wykonanej w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw
Fitoterapii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Promotor: dr hab. Matgorzata
Koztowska-Wojciechowska, opiekun: dr n. farm. Anna K. Kiss.

Stopien doktora nauk farmaceutycznych — nadany w dniu 17 czerwca 2015 roku
uchwatg Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego na podstawie obronionej rozprawy
doktorskiej pt. ,Ziele krwawnicy (Lythri herba)- okreslenie wptywu wyciggu,
izolowanych elagotanoidéw oraz ich metabolitow na prozapalne funkcje neutrofili”.
Promotor: dr hab. n. farm. Anna K. Kiss, recenzenci: dr hab. n. farm. Michat
Tomczyk, dr hab. n. med. Marta Czes$nikiewicz-Guzik. Praca obroniona z

wyréznieniem summa cum laude.
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

od 10.2015 — obecnie — adiunkt naukowo-dydaktyczny w Katedrze Farmakognozji i
Molekularnych Podstaw Fitoterapii Wydziatu Farmaceutycznego Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego
07.2010 — 09.2015 — pracownik inzynieryjno-techniczny w Katedrze Farmakognoz;ji i
Molekularnych Podstaw Fitoterapii Wydziatu Farmaceutycznego Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego
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4. Wskazanie osiggniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z
dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym.

a) tytut osiggniecia naukowego

Rola metabolitbw mikrobioty jelitowej w aktywnosci biologicznej
elagotanoidéow.

b) autor/autorzy, tytut/tytuty publikaciji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

P1. Granica, S., Piwowarski, J.P.*, Kiss, A.K. (2015): Ellagitannins modulate the
inflammatory response of human neutrophils ex vivo, Phytomedicine 22:1215-1222
(IF2015 = 2.937, 40 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na planowaniu i wykonaniu badan aktywnoSci
przeciwzapalnej elagotanoidow oraz udziale w przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane

wyniki. Méj udziat procentowy szacuje na 60%.

P2. Granica, S., Kiebowska, A., Kosinski, M., Piwowarski, J.P., Dudek, M.K,,
Kazmierski, S., Kiss, A.K. (2016): Effects of Geum urbanum L. root extracts and its
constituents on polymorphonuclear leucocytes functions. Significance in periodontal
diseases. Journal of Ethnopharmacology 188: 1-12. (IF2015 = 3.055, 40 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu czesci badan dotyczgcych wptywu wyciggow i
geminy A na uwalnianie reaktywnych form tlenu, elastazy, produkcje cytokin oraz apoptoze neutrofili a
takze udziat w przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki. Moj udziat procentowy

szacuje na 30%.

P3. Piwowarski, J.P.*, Granica, S., Stefanska, J., Kiss, A.K. (2016): Differences in
metabolism of ellagitannins by human gut microbiota ex vivo cultures. Journal of
Natural Products 73: 3022-3030 (IF2015 = 3.662, 35 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej, oraz

przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki. M6j udziat procentowy szacuje na 80%.

P4. Piwowarski, J.P.*, Stanistawska, |., Granica, S., Stefanska, J., Kiss, A.K. (2017)
Phase Il Conjugates of Urolithins Isolated from Human Urine and Potential Role of -
glucuronidases in Their Disposition. Drug Metabolism and Disposition DOI:
10.1124/dmd.117.075200 (IF2915 = 3.210, 30 pkt MNiSW)
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu i wykonaniu czeSci eksperymentalnej
(badanie hydrolizy glukuronidéw urolityn), opiece merytorycznej podczas wykonywania cze$ci badan
izolacyjnych, okreSleniu struktur oraz przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki. Moj

udziat procentowy szacuje na 70%.

P5. Piwowarski, J.P.*, Kiss, A.K., Granica, S., Moeslinger, T. (2015): Urolithins, gut
microbiota-derived metabolites of ellagitannins, inhibit LPS-induced inflammation in
RAW 264.7 murine macrophages. Molecular Nutrition & Food Research 59: 2168-
2177 (IF2015 = 4.551, 45 pkt MNiSW)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu i wykonaniu czesSci eksperymentalnej, oraz

przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki. M6j udziat procentowy szacuje na 70%.

P6. Piwowarski, J.P., Bobrowska-Korczak, B., Stanistawska, |., Bielecki, W.,
Wrzesien, R., Granica, S., Krupa, K., Kiss, A.K. (2016): Evaluation of the effect of
Epilobium angustifolium aqueous extract on LNCaP cell proliferation in in vitro and in
vivo models. Planta Medica, DOI: 10.1055/s-0043-109372 (IF2015 = 1.990, 25 pkt
MNiISW).

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu i wykonaniu czeS$ci badan dotyczgcych
oznaczania metabolitow w moczu i kale zwierzgt, oznaczania metabolitow w moczu ochotnikow oraz
przeprowadzeniu badan ex vivo metabolizmu wyciggow i zwigzkow pod wptywem mikrobioty jelitowey.

Méj udziat procentowy szacuje na 30%.

P7. Kiss, AK., Piwowarski, J.P. (2016): Ellagitannins, gallotannins and their
metabolites- the contribution to the anti-inflammatory effect of food products and
medicinal plants. Current Medicinal Chemistry DOI:
10.2174/0929867323666160919111559 (IF 15 = 3.455, 35 pkt MNiSW).

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu czesci dotyczgcej metabolizmu garbnikow i

aktywnoS$ci przeciwzapalnej metabolitdw. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

*- prace w ktérych wystepowatem w roli autora korespondencyjnego

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania Impact Factor (IF) publikacji wytypowanych
do cyklu w postepowaniu habilitacyjnym wynosi 22.860, punkty MNiSW — 250
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c) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Wiedza na temat roli mikrobioty jelitowej w utrzymaniu homeostazy organizmu
cztowieka w ostatnich latach zaczeta sie dynamicznie rozwijac. Uwaza sie, ze jej
aktywnos¢ ma kluczowe znaczenie dla zdrowia szczegolnie poprzez wptyw na uktad
immunologiczny, uktad nerwowy oraz metabolizm substancji odzywczych i
ksenobiotykéw.! Wyniki badan dotyczacych zmian w strukturze przyjmowanych
doustnie zwigzkéw pod wptywem mikrobioty jelitowej spowodowaty, ze przy ocenie
wptywu na organizm cziowieka substancji wystepujgcych w zywnosci oraz lekach
obecnie niezbedne jest uwzglednianie aktywnosci biologicznej metabolitow
powstajgcych w jelicie.?

Jedng z grup zwigzkow podlegajgcych istotnym zmianom strukturalnym pod
wptywem mikrobioty jelitowej sg elagotanoidy, bedgce wielkoczgsteczkowymi
polifenolami, ktére wystepujg w wielu roslinnych surowcach leczniczych takich jak:
ziele wigzowki btotnej (Filipendula ulmaria (L.) Maxim.), ziele bodziszka tgkowego
(Geranium pretense L.), ziele bodziszka cuchngcego (Geranium robertianum L.),
korzen i ktgcze kuklika pospolitego (Geum urbanum L.), ziele krwawnicy pospolitej
(Lythrum salicaria L.), ziele pieciornika gesiego (Potentilla anserina L.), ktacze
pieciornika kurze ziele (Potentilla erecta (L.) Raeusch.), kora debu szyputkowego
(Quercus robur L.), lis¢ maliny wiasciwej (Rubus idaeus L.) oraz lis¢ jezyny
fatdowanej (Rubus fruticosus L.).> Elagotanoidy sg réwniez sktadnikiem produktéw
spozywczych tj. orzechow witoskich, migdatow, soku z granatu, malin, truskawek, czy
dojrzewajgcego w beczkach debowych wina. Biodostepnos¢ tych zwigzkéw w stanie
niezmienionym, ze wzgledu na wielkoczgsteczkowg budowe oraz hydrofilny
charakter i podatno$¢ na hydrolize nie jest w petni ustalona lub nawet uznawana za
watpliwg. Wiadomo jednak, ze elagotanoidy ulegajg metabolizmowi pod wptywem
mikrobioty jelitowej do pochodnych dibenzo[b,d]piran-6-onu - urolityn, ktére w
przeciwienstwie do elagotanoidow sg matoczgsteczkowymi, lipofilnymi zwigzkami o
dobrze udokumentowanej biodostepnosci, moggcymi osiggac stezenia mikromolarne

we krwi, tkankach, kale oraz moczu.*°



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dra n. farm. Jakuba Piwowarskiego

W badaniach in vivo dla podawanych doustnie bogatych w elagotanoidy
produktow pochodzenia roslinnego stwierdzono korzystny wptyw na schorzenia,
ktorych etiologia zwigzana jest z wystepowaniem przewlektiego stanu zapalnego.
Szczegolnie podkreslane sg pozytywne efekty na uktad krgzenia oraz nieswoiste
stany zapalne jelita grubego, a ze wzgledu na wykazany w ostatnich latach
metabolizm elagotanoidow przez mikrobiote jelitowg, postuluje sie, ze za
obserwowane dziatanie odpowiedzialne mogg by¢ powstajgce w jelicie urolityny.®’

Prowadzgc badania nad surowcami roslinnymi bogatymi w elagotanoidy
nalezy mie¢ na uwadze nie tylko doustne stosowanie, ale rowniez nie mozna
poming¢ znaczenia ich przetworow w miejscowym leczeniu schorzen skoéry i bton
$luzowych o podtozu zapalnym.® Ze wzgledu na problemy analityczne (trudnosci w
izolacji, skomplikowane struktury) niewiele jest danych na temat skfadu surowcow
roslinnych zawierajgcych elagotanoidy. Poniewaz mylnie sgdzono, ze zwigzki tego
typu dziatajg jedynie poprzez niespecyficzne wigzanie sie z biatkami, liczba badan in
vitro probujgcych wyjasni¢ mechanizmy biologicznej aktywnosci rowniez jest
ograniczona.

Prace badawcze prowadzone przeze mnie przed uzyskaniem stopnia doktora
skupione byty na ocenie aktywnosci przeciwzapalnej stosowanych zewnetrznie
wyciggow z surowcow roslinnych bogatych w elagotanoidy (gtéwnie na zielu
krwawnicy pospolitej) oraz na sprawdzeniu ich metabolizmu pod wptywem mikrobioty
jelitowej potgczonym z oceng wiasciwosci przeciwzapalnych in vitro powstatych
metabolitow - urolityn.

Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe dotyczy pogtebienia wczesniej
prowadzonych badan poprzez skupienie sie nie tyle na wyciggach roslinnych, co na
poszczegolnych elagotanoidach z nich wyizolowanych, zarowno pod wzgledem
aktywnosci przeciwzapalnej jak i ich metabolizmu pod wptywem mikrobioty jelitowej
cztowieka. Badania aktywnosci biologicznych urolityn natomiast poszerzytem o
ocene molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za ich wptyw na procesy
zapalne w komoérkach uktadu odpornosciowego oraz podjgtem préby wyjasnienia

niescistosci zwigzanych z ich metabolizmem pod wptywem enzymow |l fazy.
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Przedstawione do oceny osiagniecie naukowe dotyczy weryfikacji

nastepujacych hipotez badawczych:

* Zewnetrzne zastosowanie bogatych w garbniki substancji roslinnych ze
wzgledu na przypisywane im dziatanie przeciwzapalne w schorzeniach skory i
bton Sluzowych, doprowadzito do postawienia hipotezy H1, ze izolowane z
nich elagotanoidy mogg by¢ odpowiedzialne za obserwowang aktywnosc¢
poprzez zalezny od struktury wptyw na odpowiedz zapalng ludzkich neutrofili
[P1iP2].

* Strukturalna réznorodnos$¢ elagotanoidow oraz miedzyosobnicze rdznice w
sktadzie i aktywnosci mikrobioty jelitowej, doprowadzity do postawienia
hipotezy H2, Zze poszczegdlne elagotanoidy sg w roéznym zakresie
metabolizowane przez mikrobiote jelitowg do urolityn, oraz w zaleznosci od
osobnika, powstaje z nich odmienna kompozycja metabolitow [P3].

» Zaobserwowanie powstawania znacznych ilosci metabolitéw elagotanoidow w
kulturach ex vivo mikrobioty jelitowej cztowieka, doprowadzito do postawienia
hipotezy H3, ze poprzez zwiekszenie skali hodowli, mozna uzyskac urolityny
w ilosciach wystarczajgcych do uzycia ich w badaniach aktywnosci
biologicznej in vitro [P3].

* Wykazanie obecnosci znacznych ilosci metabolitow Il fazy urolityn w moczu
ochotnika spozywajgcego produkty spozywcze bogate w elagotanoidy,
doprowadzito do postawienia hipotezy H4, Ze stosujgc metody
chromatograficzne mozna wyizolowa¢ z moczu sprzezone metabolity urolityn
w iloSciach odpowiednich do okreslenia ich struktur jak i przeprowadzenia
badan aktywnosci biologicznej in vitro [P4].

* Obecnos$¢ urolityn w osoczu, tkankach oraz moczu gtéwnie w formie
sprzezonej z kwasem glukuronowym oraz wziecie pod uwage wydzielania -
glukuronidaz przez komorki uktadu odpornosciowego w miejscach objetych
stanem zapalnym i/lub nowotworzeniem a takze przez bakterie Escherichia
coli, doprowadzity do postawienia hipotezy H5, ze glukuronidy urolityn mogag
ulega¢ hydrolizie enzymatycznej do aktywnych biologicznie wolnych

aglikonébw  bezposrednio w miejscu objetym stanem  zapalnym,
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nowotworzeniem lub infekcjg pod wptywem obecnych tam B-glukuronidaz
[P4].

* Przypisywana tradycyjnie oraz wykazana w badaniach in vivo skutecznos¢
terapeutyczna przyjmowanych doustnie bogatych w elagotanoidy substancji
roslinnych w przewlektych chorobach o podtozu zapalnym, doprowadzita do
postawienia hipotezy H6, Zze produkowane przez mikrobiote jelitowg
biodostepne metabolity elagotanoidow - urolityny mogg wptywa¢ na
molekularne mechanizmy odpowiedzi zapalnej makrofagéw linii RAW 264.7
[P5].

* Przypisywana tradycyjnie zielu wierzbowki kiprzycy (Epilobium angustifolium
L.) aktywno$¢ hamujgca tagodny przerost gruczotu krokowego doprowadzita
do postawienia hipotezy H7, Zze podawanie standaryzowanego wyciggu
wodnego szczurom z implantowanymi komorkami nowotworu prostaty LNCaP
bedzie prowadzito do zahamowania rozwoju gruczolaka, za co odpowiedzialny
moze by¢ dominujgcy w wyciggu elagotanoid oenoteina B oraz powstajace w
jelicie biodostepne metabolity elagotanoidow [P6].

W sktad cyklu wchodzi rowniez praca przegladowa dotyczgca udziatu metabolitow
mikrobioty jelitowej w aktywnos$ci przeciwzapalnej roslin leczniczych zawierajgcych

garbniki hydrolizujgce [P7].
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Weryfikacja hipotezy H1.
Ocena wpltywu izolowanych garbnikébw na odpowiedz zapalng ludzkich
neutrofili ex vivo. [P1i P2]

Wyciggi wodne z bogatych w garbniki substancji roslinnych sg tradycyjnie
stosowane miejscowo na skore i btony sluzowe ze wzgledu na przypisywane im
wiasciwosci przeciwzapalne. Napary i odwary przygotowywane z surowcow bogatych
w garbniki takich jak kora debu (Quercus sp.), korzen i ktgcze kuklika pospolitego
(Geum urbanum L.), ziele krwawnicy (Lythrum salicaria L.), ktgcze pieciornika kurze
ziele (Potentilla erecta L.), ziele rzepiku (Agrimonia eupatoria L.) sg szczegdlnie
chetnie stosowane miejscowo w chorobach skéry i bton sluzowych w formie oktadow,
ptukanek i nasiadowek majgcych na celu zahamowanie infekcji oraz stanu
zapalnego. &

W trakcie prac badawczych prowadzonych przed uzyskaniem stopnia doktora
wyizolowatem z korzenia i ktgcza kuklika pospolitego, ziela krwawnicy pospolitej oraz
ziela pieciornika wyprostowanego (Potentilla recta L.) szereg zwigzkow nalezgcych
do grupy elagotanoidéw [07, O10, O16]. Do badan witgczytem réwniez inne
elagotanoidy, ktére zostaty wyizolowane podczas prac badawczych prowadzonych
przez dr hab. Sebastiana Granice oraz dr hab. Anne Kiss. Wytypowatem 13
elagotanoidéw:  1-O-galoilo-4,6-(S)-HHDP-B-D-glukoze  (GHG), pedunkulagine,
stachyuryne, kazuarynine, weskalagine, kastalagine, stenofylanine A, oenoteine B,
gemine G, gemine A, agrymonine, salikarynine A, salikarynine B oraz bedaca
biogenetycznym prekursorem elagotanoidéw penta-O-galoilo-3-D-glukoze (PGG)
(Rycina 1).

10
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Rycina 1. Struktury garbnikow wybranych do badan.
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Celem prac byto poréwnawcze zbadanie wptywu izolowanych elagotanoidow
na odpowiedz zapalng ludzkich neutrofili, co umozliwitoby podjecie préby wskazania
strukturalnych cech warunkujgcych ich biologiczng aktywnosé. Aby sprawdzi¢ jaka
role petnig elagotanoidy w aktywnosci biologicznej wyciggu roslinnego zawierajgcego
réwniez inne typy zwigzkdéw, przeprowadzitem badania wptywu wyciggu wodnego z
korzenia i ktgcza kuklika pospolitego (GURR) na odpowiedz zapalng ludzkich
neutrofili potgczong ze zbadaniem scharakteryzowanych fitochemicznie frakcji o
réznych polarnosciach oraz dominujgcego w wyciggu elagotanoidu - geminy A.

Wptyw wyciggu, frakcji i zwigzkdw na indukowane N-formylometionino-
leucylo-fenyloalaning (f-MLP) i cytochalazyng B zwiekszone uwalnianie reaktywnych
form tlenu (RFT) ocenitem metodg luminescencyjng. Wszystkie badane elagotanoidy
w stezeniach 1-20 yM w zaleznosci od stezenia dziataty hamujgco na uwalnianie
RFT. Zahamowanie uwalniania RFT obserwowane byto rowniez dla GURR w
stezeniach 5-50 pg/mL. Badania poréwnawcze poszczegolnych frakcji i geminy A
wykazaty jednak, ze najsilniejszg aktywnos¢ posiadata frakcja octanu etylu, w ktorej
zawartos¢ geminy A nie byla najwieksza. Mozna zatem przypuszczac¢, ze za
obserwowang aktywno$¢ wyciggu odpowiedzialna jest nie tylko gemina A, lecz
réwniez inne zwigzki wystepujgce w wyciggu.

Wptyw wyciggu, frakcji i zwigzkdw na indukowane f-MLP i cytochalazyng B
zwiekszone uwalnianie elastazy ocenitem metodg kolorymetryczng z uzyciem N-
sukcynylo-alanylo-alanylo-valino p-nitroanilidu (SAAVNA) jako substratu. PGG oraz
wszystkie dimeryczne elagotanoidy oprocz oenoteiny B w stezeniu 20 yM hamowaty
uwalnianie elastazy. GURR w stezeniu 50 pg/mL réwniez hamowat uwalnianie
elastazy. Mimo, ze gemina A wykazywata inhibicie w stezeniu 50 pM, to
najaktywniejszg okazata sie frakcja eterowa, w ktorej ten zwigzek nie wystepowat.

Wptyw wyciggu, frakcji i zwigzkéw na indukowang lipopolisacharydem (LPS)
zwiekszong produkcje intereleukiny 8 (IL-8), czynnika martwicy nowotworu (TNF-a)
oraz metaloproteinazy macierzy-9 (MMP-9) ocenitem przy uzyciu testow ELISA.

Wszystkie badane elagotanoidy hamowaty produkcje IL-8, jednak poziom
inhibicji charakteryzowat sie duzym zroznicowaniem. Kasuarynina byta jedynym
zwigzkiem, ktéry wykazywat aktywnos¢ w catym zakresie badanych stezen (1-20
uM), natomiast PGG dziatata najsilniej sposrod badanych zwigzkéw w stezeniu 20
MM. Dimeryczne elagotanoidy - oenoteina B, gemina A, gemina G i agrymonina
wykazywaty dziatanie jedynie w najwyzszym badanym stezeniu - 20 uM. GURR byt
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nieaktywny, natomiast produkcja tej cytokiny byta hamowana przez frakcje
butanolowg i frakcje octanu etylu w stezeniach 10 i 50 ug/ml, co korelowato z
zawartoscig geminy A w poszczegolnych frakcjach.

Sposrod badanych zwigzkow jedynie gemina A, agrymonina i salikarinina B
hamowaty produkcje MMP-9 w stezeniu 20 yM. Zahamowanie w przypadku geminy
A w stezeniu 50 uM byto umiarkowane i obserwowane na poziomie 25,4%, natomiast
ani GURR, ani poszczegolne frakcje nie wykazywaty takiej aktywnosci.

Indukowana lipopolisacharydem produkcja TNF-a hamowana byta jedynie
przez PGG, natomiast pozostate zwigzki, szczegdlnie dimeryczne elagotanoidy
zwiekszaty produkcje tej cytokiny. Taki sam efekt obserwowatem rowniez dla GURR
oraz frakcji octanu etylu i butanolowej, co mogto by¢ zwigzane z obecnoscig w nich
geminy A.

Wptyw wyciggu, frakcji i zwigzkdw na zahamowang lipopolisacharydem
apoptoze neutrofili ocenitem przy uzyciu cytometrii przeptywowej po barwieniu
neutrofili jodkiem propidyny i znakowaniu aneksyng V. Wykazatem, ze obserwowany
efekt zwiekszonego wydzielania TNF-a byt prawdopodobnie zwigzany ze
stwierdzonym dla dimerycznych elagotanoidow dziataniem indukujgcym apoptoze.
Zarbwno GURR, jak i poszczegolne frakcje pobudzaty zahamowang
lipopolisacharydem apoptoze neutrofili. Aktywnos¢ ta w przypadku polarnych frakc;ji
korelowata z zawartoscia geminy A, natomiast w przypadku frakcji eterowej
odpowiedzialne za to dziatanie byty prawdopodobnie niskoczgsteczkowe pochodne
kwasu elagowego i galusowego, ktore byty dominujgcymi zwigzkami w badanej
frakciji.

Przeprowadzone badania udowodnity, ze PGG jak i elagotanoidy wptywajg na
odpowiedz zapalng ludzkich neutrofili in vitro. Wykazatem roznice w aktywnosci
poszczegolnych  zwigzkow, ktore szczegolnie widoczne byly pomiedzy
monomerycznymi a  dimerycznymi  elagotanoidami.  Stwierdzony  wplyw
elagotanoiddw na procesy zwigzane z progresjg stanu zapalnego uzasadnia
miejscowe zastosowanie surowcow roslinnych zawierajgcych garbniki w terapii
stanow zapalnych skory i bton sluzowych. Mimo réznic w aktywnosci poszczegolnych
zwigzkow otrzymane wyniki nie pozwalajg jednak na jednoznaczne wskazanie, ktére
elementy ich struktury sg odpowiedzialne za obserwowane dziatanie. Natomiast
badania przeprowadzone na scharakteryzowanym fitochemicznie GURR oraz

frakcjach o roznej polarnosci, mimo, ze wskazujg na znaczny udziat geminy A w ich
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aktywnosci hamujgcej odpowiedz zapalng neutrofili, nie wykluczajg istotnego udziatu

innych elagotanoidow jak i zwigzkow nalezgcych do innych grup.

Weryfikacja hipotezy H2
Réznice w metabolizmie elagotanoidow w kulturach ex vivo mikrobioty
jelitowej cztowieka. [P3]

Elagotanoidy sg sktadnikami wielu produktéw spozywczych a preparaty i
przetwory uzyskiwane z bogatych w elagotanoidy roslin leczniczych rownie czesto co
zewnetrznie sg stosowane doustnie w terapii schorzen zwigzanych z wystepowaniem
przewlektego stanu zapalnego. Badania in vivo i ex vivo jasno wskazujg, ze
wystepujgce w tych produktach elagotanoidy sg metabolizowane przez mikrobiote
jelitowg do niskoczgsteczkowych pochodnych dibenzo[b,d]piran-6-onu - urolityn. Ze
wzgledu na dobrg biodostepnos¢ powstajgcych w jelicie grubym urolityn, obecnie
uwaza sie, ze sg one odpowiedzialne za prozdrowotne efekty przyjmowanych
doustnie produktéw pochodzenia naturalnego zawierajgcych elagotanoidy.® O ile dla
produktéw spozywczych i przyjmowanych doustnie wyciggow roslinnych
przeprowadzono wiele badan dotyczacych metabolizmu przez mikrobiote jelitowg * *,
o tyle metabolizm poszczegolnych elagotanoidow nie zostat dotychczas poznany.

Celem badan byto bezposrednie wykazanie, ze izolowane elagotanoidy sg
metabolizowane przez mikrobiote jelitowg cztowieka do urolityn. Poniewaz
elagotanoidy sg strukturalnie zréznicowang grupg zwigzkdéw, a mikrobiota jelitowa
wykazuje znaczne miedzyosobnicze réznice, celem prac byto rowniez poréwnawcze
zbadanie metabolizmu poszczegdlnych elagotanoidow przez mikrobiote jelitowg
pobrang od réznych dawcow.

Do badan wybratem 15 elagotanoidow reprezentujgcych charakterystyczne
cechy strukturalne wystepujgce w obrebie tej grupy zwigzkéw (Rycina 1):
1-O-galoilo-4,6-(S)-HHDP-B-D-glukoza (GHG), pedunkulagina, potentilina,
kasuariktina i koriarina B bedgce monomerycznymi elagotanoidami z grupami
galoilowymi i heksahydroksydifenowymi przytgczonymi do glukozy w formie
piranozowej; C-glukozydowe elagotanoidy reprezentowane przez weskalagine i
stachyuryne oraz odpowiadajgce im anomery - kastalagine i kasuarynine; garbniki
mieszane - stenofylinina A i stenofylanina A - elagotanoidy majgce przytaczong C-
glikozydowo czgsteczke flawan-3-olu do otwartego pierscienia glukozy w pozycji C1;
salikarynine A bedgcg dimerycznym C-glukozydowym elagotanoidem; dimeryczne
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elagotanoidy posiadajgce glukoze w formie pierscieni piranozowych - gemine A oraz
agrymonine oraz makrocykliczny, dimeryczny elagotanoid - oenoteine B. Do badan
wigczytem réwniez kwas elagowy (EA) jako produkt hydrolizy elagotanoidéw
posiadajgcych grupe heksahydroksydifenows.

Prébki katu pobrane od trzech zdrowych ochotnikéw (D1-D3) postuzyty do
inokulacji podtéz hodowlanych zawierajgcych poszczegolne zwigzki w stezeniu
250 uM, ktore nastepnie inkubowatem w warunkach beztlenowych przez 48h. Sktad
metabolitow w hodowlach pod wzgledem jakosciowym i ilosciowym po 24 i 48h
analizowatem z uzyciem ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z
detektorem diodowym i spektrometrem mas (UHPLC-DAD-MS/MS). Obecnosé
poszczegolnych metabolitéw: urolityny M6 (M6), urolityny C (UC), izomeru urolityny
M6 (iM6), izomeru urolityny C (iUC), urolityny M7 (M7), izourolityny A (iUA), urolityny
A (UA), oraz urolityny B (UB) (Rycina 2) w poszczegdlnych hodowlach zostata
przedstawiona w Tabeli 1.

OH OH OH
T Ul O
HO © OHO ©
OGNS
OH OH OH
Mé uc M7
OH
HO
Cle Uo Ul
SN
OH OH
UA uB

OH
iUA

Rycina 2. Struktury oznaczanych metabolitéw elagotanoidéw — urolityn.
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EA M6 UC iM6 iUC M7 iUA UA UB

D1 EA +/+ 4+ +/+ +/+ +/+
GHG +/+ +/- +/+ +/+
pedunkulagina +/- +/- +/+ - HE+ A+
potentylina +/- +/- H+ H- HE HH+
kasuaryktyna +/- +/- +/+ - HE+ A+
koriaryna B +/- +/- H+ 4+ H/+
weskalagina +/- +/- +/+ +H+ 4+
kastalagina +/- +/- +/+ +H+  +H/+
stachyuryna +/- +/- H+ o+ HE 4+
kasuarynina +/- +/- H+ A+ HE H+
stenofylynina A +/- +/- +/+ - HE+ A+
stenofylanina A +/- +/- +/+ H+ 4+
salikarynina A +/- +/- - HE+ A+
gemina A - 4+ +/+ H+ 4+
agrymonina +/+ +/+ +H+ 4+
oenoteina B
D2 EA - -+ ++
GHG ++ +/+
pedunkulagina +/+ ++
potentylina +/+ +/+
kasuaryktyna +/+ ++
koriaryna B +/+ +/+
weskalagina +/- +/+ +/+
kastalagina +/- +/+ +/+
stachyuryna +/- +/+ +/+
kasuarynina +/- +/+ +/+
stenofylynina A +/+ +/+
stenofylanina A +/+ +/+
salikarynina A +/+ +/+
gemina A - 4+ +/+
agrymonina +- HH+ +/+
oenoteina B
D3 EA +/- +/- +/+ +/+ -[+ +/+ +/+ -/+
GHG +/- +/+ +/+ +/+ -[+ -[+
pedunkulagina +- - +H- H+ 4+ +/+
potentylina - 4/ -+ [+ +/+ -/+
kasuaryktyna +- /- +H- H+ 4+ +/+ -/+
koriaryna B +/- -+ H+ H+ o -/+ -[+
weskalagina +- /- -[+ -[+ -/+
kastalagina +- 4/ -/+ -/+ +/+
stachyuryna +- /- +H- HH+ -[+ +/+ -[+
kasuarynina +- 4/ -+ -+ +/+
stenofylynina A +- - -+ 4+ +H+ -+ -[+
stenofylanina A +-  +/- -/+ -/+ -[+
salikarynina A +/+ -/+
gemina A - +- - 4+ [+ +H+ -+ -/+
agrymonina +- - +H- HH+ -[+ +H+ -+ -[+
oenoteina B
Tabela 1.

Obecnos¢ poszczegdlnych metabolitow po 24/48h inkubacji wybranych elagotanoidéw w kulturach ex
vivo mikrobioty jelitowej cztowieka pobranej od dawcow D1-D3. Pogrubiong czcionkg zostaty

zaznaczone dominujgce metabolity.
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Mikrobiota jelitowa kazdego z ochotnikow metabolizowata badane
elagotanoidy do urolityn w réznym zakresie oraz cechowata sie charakterystyczng
kompozycjg produkowanych metabolitéw. Na podstawie produkowanych metabolitow
zaliczytem dawcéw D1 i D3 do metabotypu B, natomiast dawce D2 do metabotypu A
wediug klasyfikacji zaproponowanej przez Tomas-Barberan i wsp.'? Gtéwnym
metabolitem produkowanym przez mikrobiote dawcy D1 byta UA. Po 24 h inkubacji
obecne w hodowlach byty réwniez M6, UC, M7, iUA oraz UB. Po 48h z powodu
postepujgcej dehydroksylacji, M6 i UC nie byly juz wykrywane, natomiast znaczgco
wzrosta zawartos¢ UB. Dominujgcymi metabolitami produkowanymi przez mikrobiote
jelitowg dawcy D2 byty UC i UA. Nie obserwowatem natomiast powstawania UB. Co
ciekawe, mikrobiota pobrana od tego dawcy wykazywata znacznie stabszg zdolnos¢
do metabolizowania C-glukozydowych elagotanoidéw. Mikrobiota dawcy D3 jako
gtéwny zwigzek produkowata iUA. Dodatkowo stwierdzitem obecnos¢ dwdch
metabolitow, trihydroksylowanego i tetrahydroksylowanego, dla ktérych na podstawie
widm UV i MS mogtem postulowac, ze nie zostaty dotychczas opisane w dostepne;j
literaturze. Jedynym elagotanoidem, ktéry nie ulegat metabolizmowi pod wptywem
mikrobioty jelitowej byta oenoteina B. Najprawdopodobniej ze wzgledu na fakt, ze
jest to makrocykliczny elagotanoid, ktory posiada w swojej strukturze jedynie grupy
galoilowe oraz waloneikowe, natomiast nie posiada grupy heksahydroksydifenowej
jak pozostate badane zwigzki.

Przeprowadzone kompleksowe badania metabolizmu elagotanoidéw ex vivo
przez kultury mikrobioty jelitowej cztowieka, po raz pierwszy bezposrednio
potwierdzity transformacje poszczegolnych izolowanych zwigzkow do urolityn.
Oznacza to, ze doustne przyjmowanie produktéw pochodzenia roslinnego
zawierajgcych badane elagotanoidy moze prowadzi¢ do pojawienia sie w jelicie
grubym biodostepnych urolityn. Charakterystyczny dla poszczegdlnych zwigzkow
poziom produkcji urolityn, niezalezny od ilosci grup heksahydroksydifenowych
(HHDP) wskazuje, ze zwigzki te nie tylko sg substratem do produkcji urolityn, ale
rowniez zaleznie od struktury i typu mikrobioty, z ktérym wchodzg w interakcje, moga
oddziatywac na wzrost i/lub aktywnos¢ organizméw odpowiedzialnych za metabolizm
garbnikdbw. Procesy te z pewnoscig sg o wiele bardziej ztozone i trudne do
przewidzenia w przypadku mieszanin elagotanoidow wystepujgcych w roslinach,
jednak jesli w ich sktadzie wystepujg elagotanoidy, powstawanie urolityn po ich
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spozyciu moze byC postulowane, a ze wzgledu na liczne badania dotyczgce

aktywnosci biologicznej urolityn, ich wyniki powinny by¢ brane pod uwage.

Weryfikacja hipotezy H3
Izolacja urolityn z kultur ex vivo mikrobioty jelitowej cztowieka. [P3]

Badania aktywnosci biologicznych urolityn wymagajg uzyskania tych zwigzkow
w stanie czystym. Opracowanie prostych i niedrogich metod otrzymywania urolityn
jest szczegdlnie wazne ze wzgledu na wysokg cene tych zwigzkow oraz brak
dostepnosci na rynku wszystkich pochodnych. Co prawda chemiczna synteza

¥ jednak ze wzgledu na wykorzystywanie w niej

urolityn zostata opracowana
chemicznych katalizatoréw takich jak sole miedzi, istnieje ryzyko obecnosci ich
Sladowych ilosci w koncowym produkcie, co moze potencjalnie wptywa¢ na wyniki
przeprowadzanych testéw aktywnosci biologicznej."

Celem badan byto opracowanie alternatywnej metody otrzymywania urolityn z
uzyciem kultur ex vivo mikrobioty jelitowej cztowieka.

Wykazatem w poprzednich badaniach [0O5], ze zrédtem elagotanoidow, ktére
pod wptywem mikrobioty jelitowej cztowieka przeksztatcane sg do urolityn jest wyciag
wodny z ziela krwawnicy pospolitej (Lythrum salicaria L.). Przygotowatem hodowle ex
vivo mikrobioty jelitowej, ktore inkubowatem w warunkach beztlenowych z wyciggiem
przez 24 i 48 h. Opracowatem prostg metode otrzymywania urolityn w stanie czystym
z uzyciem dwuetapowego procesu oczyszczania kultur mikrobioty jelitowej. Polegata
ona na ekstrakcji ciecz-ciecz z uzyciem eteru dietylowego, a nastepnie izolaciji
poszczegolnych urolityn z frakcji eterowej z wykorzystaniem wysokosprawne;j
preparatywnej chromatografii cieczowej. W sumie z 1600 mg wyciggu inkubowanego
w hodowli mikrobioty dawcy produkujgcego izourolityne A (D3) otrzymatem 7,0 mg
izourolityny A oraz 12,5 mg urolityny B.

Jest to pierwsza metoda otrzymywania urolityn z uzyciem kultur mikrobioty
jelitowej cztowieka oraz pierwsza metoda otrzymywania izourolityny A bedaca
alternatywg do opracowanej wczesniej syntezy.' Jest to szczegolnie wazne, gdyz
zwigzek ten nie jest dostepny na rynku, a poniewaz jego produkcja obserwowana
jest u znacznej czes¢ populacji (10-50%) '?, jest on niezbedny do prowadzenia
badan in vitro majgcych na celu ocene aktywnosci biologicznych urolityn. Dodatkowo
po raz pierwszy zostaly w pemni przypisane sygnaty w widmie 'H i *C NMR dla
izourolityny A, co bedzie w przysztosci utatwia¢ potwierdzanie struktury tego zwigzku.
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Opracowana metoda pozwala na dodatkowe zwiekszenie skali produkcji oraz
umozliwia uzyskanie zwigzkbw o pozgdanym stopniu hydroksylacji poprzez
manipulowanie czasem inkubacji. Otrzymywane ilosci zwigzkéw sg wystarczajgce,
by mogty zosta¢ wykorzystane do prowadzenia badan in vitro oceny aktywnosci
biologicznych urolityn.

Weryfikacja hipotezy H4
Izolacja metabolitéow Il fazy urolityn z moczu ochotnika spozywajgcego
produkty bogate w elagotanoidy. [P4]

Po wchtonieciu w jelicie grubym urolityny bardzo szybko ulegajg
metabolizmowi z udziatem enzymow Il fazy, co sprawia, ze obecne sg w osoczu,
tkankach oraz moczu gtoéwnie w formie sprzezonej z kwasem glukuronowym, rzadziej
w formie siarczandw. Po spozyciu bogatych w elagotanoidy produktow, tylko sladowe
ilosci wolnych aglikonéw urolityn byty wykrywane w ptynach ustrojowych, co jest
prawdopodobnie spowodowane faktem, ze do sprzegania dochodzi juz na poziomie
nabtonka jelitowego.” Zatem dla petnej oceny aktywnosci biologicznej urolityn
niezbedne jest prowadzenie badan in vitro nie tylko dla aglikonow, ale tez dla ich
metabolitow Il fazy - szczegdlnie glukuronidow. Dysponowanie wzorcami
metabolitow urolityn jest tez wazne z punktu widzenia prowadzenia badan in vivo
potgczonych z analizami iloSciowymi metabolitdw w ptynach ustrojowych i tkankach.
Metabolity Il fazy urolityn nie sg dostepne na rynku, opracowane zostaty jedynie
metody syntezy glukuronidéw urolityny A oraz urolityny B."® "

Na podstawie wynikéw badan dotyczgcych metabolizmu elagotanoidow przez
mikrobiote jelitowg pobrang od réznych dawcéw [P3] '8, wytypowatem dawce D3,
jako posiadajgcego mikrobiote produkujgcg najbardziej zroznicowang kompozycje
metabolitow. Badajgc probki moczu tego ochotnika po spozyciu bogatych w
elagotanoidy produktow spozywczych stwierdzitem obecnos¢ znacznych ilosci
metabolitow Il fazy urolityn, co doprowadzito mnie do podjecia proby izolacji tych
zwigzkow z uzyciem metod chromatograficznych.

Zdrowy ochotnik- 30 letni mezczyzna zostat poproszony o wtgczenie do swojej
diety produktdow spozywczych zawierajgcych elagotanoidy: sok z owocow granatu
(0,5 I/dzien), orzechy wioskie (30 g/dzien), orzechy laskowe (30 g/dzien) oraz Swieze
maliny (200 g/dzien). Suplementacja diety trwata 5 dni, podczas ktoérych prowadzona
byta dobowa zbiérka moczu. Mocz w ilosci 5,5 | przechowywany byt w -20°C.
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Nastepnie zebrany mocz zagesScitem na wyparce w 40 °C i wyekstrahowatem
octanem etylu w celu oddzielenia aglikonow oraz lipofilnych sktadnikow. Pozostatos¢
wodng poddatem chromatografii kolumnowej z uzyciem nastepujacych zt6z: Diaion
HP-20, Zzel krzemionkowy oraz Sephadex LH-20. Nastepnie poszczegdlne zwigzki
wyizolowatem z uzyciem wysokosprawnej preparatywnej chromatografii cieczowej.
W rezultacie prowadzonych prac izolacyjnych otrzymatem nastepujgce iloSci
poszczegolnych metabolitow: 20 mg glukuronidu izourolityny A, 125 mg glukuronidu
urolityny A, 139 mg glukuronidu urolityny B. Po raz pierwszy wyizolowatem
glukuronidy urolityn z ludzkiego moczu, co umozliwito bezposrednie okreslenie ich
struktur z uzyciem metod NMR (Rycina 3). Analiza dwuwymiarowych widm NMR
pozwolita na petne przypisanie sygnatéw 'H i "*C, co nie zostato dotychczas
wykonane. Ze wzgledu na symetryczng budowe nie byto mozliwe rozdzielenie dwoch
izomerow glukuronidu urolityny A, jednak okreslenie ich struktury zostato dokonane
ze wzgledu na wyrazng obecnos¢ dwoch oddzielnych serii sygnatow w widmach
NMR. Po raz pierwszy otrzymatem glukuronid izourolityny A, ktéry obok
glukuronidéw urolityny A i B jest niezbedny do prowadzenia badan in vitro aktywnosci
biologicznych tej grupy metabolitow mikrobioty jelitowej cztowieka. Otrzymane ilosci
glukuronidéw urolityn sg wystarczajgce dla zaplanowanych na przysztos¢ badan ich
aktywnosci biologicznych in vitro.
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O 0 0 0
HOOC O O O

O 0 4 HOOC HoOC
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3-O-glukuronid 8-O-glukuronid 3-0O-glukuronid 3-O-glukuronid
izourolityny A urolityny A urolityny A ) urolityny B

~

wyizolowane w formie mieszaniny

Rycina 3. Struktury wyizolowanych z moczu ochotnika metabolitéw urolityn.
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Weryfikacja hipotezy H5
Potencjalna znaczenie B-glukuronidaz dla loséw urolityn w ustroju cztowieka.
[P4]

Badania kliniczne oraz badania na zwierzetach jasno wskazujg na
prozdrowotne witasciwosci produktow pochodzenia naturalnego zawierajgcych
elagotanoidy. Szczegodlnie podkresSlane sg korzystne efekty w schorzeniach
zwigzanych ze stanem zapalnym i procesem nowotworzenia. Ze wzgledu na
wykazany metabolizm elagotanoidow pod wptywem mikrobioty jelitowej, aktywnosc
biologiczna in vivo przyjmowanych doustnie produktéw zawierajgcych elagotanoidy
przypisywana jest powstajgcym w jelicie grubym ich biodostepnym metabolitom-
urolitynom *® . Mechanizmy dziatania urolityn odpowiedzialne za powyzsze efekty
sg przedmiotem wielu badan in vitro, ktérych wyniki jednoznacznie wskazujg na silne
wiasciwosci przeciwzapalne i antyproliferacyjne tych zwigzkéow. 223

Badania dotyczgce farmakokinetyki urolityn konsekwentnie pokazujg, ze po
wchtonieciu w jelicie grubym zwigzki te ulegajg intensywnemu metabolizmowi pod
wpltywem enzyméw |l fazy (sprzeganiu z kwasem glukuronowym i siarkowym). W
rezultacie w krwioobiegu i w tkankach urolityny obecne sg w znacznie wiekszym
stezeniu w postaci sprzezonej (gtdwnie z kwasem glukuronowym) niz w postaci
wolnej °. Obserwacje te powodujg, ze odnoszenie wynikéw licznych badan in vitro
przeprowadzonych dla aglikonow urolityn do efektéw obserwowanych in vivo staje
sie problematyczne.

Niewiele jest badan aktywnosci biologicznej glukuronidéw i siarczanéw
urolityn, co wiecej, dotychczasowe porownania aktywnosci biologicznej form
sprzezonych z wolnymi aglikonami wskazujg na znaczne ostabienie lub zanik
aktywnosci. * %% 242 Wiadomo ponadto, ze sprzeganie jest podstawowym procesem
metabolicznym zwigzanym z detoksyfikacjg i eliminacja egzogennych substancji
znajdujgcych sie w lekach, zywnosci i zanieczyszczeniach srodowiska prowadzgcym
w wiekszosci przypadkéw do utraty aktywnosci farmakologicznej. 2

Wiele procesow patologicznych w tym stan zapalny i nowotworzenie sg
zwigzane ze  zwiekszonym  stezeniem  B-glukuronidaz w  przestrzeni
miedzykomorkowej. Ludzka B-glukuronidaza jest enzymem lizosomalnym, ktorego
znacznie podwyzszone stezenie obserwowane jest w tkankach objetych stanem
zapalnym i procesem nowotworzenia.?® Jest ona wydzielana zaréwno przez

infiltrujgce komorki uktadu odpornosciowego - neutrofile i makrofagi jak i uwalniana z
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cytoplazmy uszkodzonych komoérek. W rejonach objetych stanem zapalnym i
nowotworzeniem dochodzi do uposledzenia czynnosci mitochondrialnego tancucha
oddechowego, co prowadzi do przejscia mitochondriow na glikolize tlenowg co znane
jest jako efekt Warburga. Koncowym produktem glikolizy tlenowej jest kwas
mlekowy, ktérego zwiekszone stezenie powoduje obnizenie pH stwarzajgc
optymalne warunki dla enzymatycznej aktywnos$ci 8-glukuronidazy.? *° W rezultacie
dochodzi do uposledzenia autofagii nieprawidtowo funkcjonujgcych mitochondriow,
co w konsekwencji powoduje aktywacje B-glukuronidazy.®' Dodatkowo uszkodzone
mitochondria, uwalniajg formylowane peptydy, ktore ze wzgledu na podobienstwo do
peptydéw bakteryjnych powodujg aktywacje komorek uktadu odpornosciowego
poprzez oddziatywanie z receptorem FPR1.%

B-glukuronidaza jest réwniez czynnikiem wirulencji oraz charakterystycznym
enzymem wytwarzanym przez bakterie Echerichia coli, ktdére sg patogenami
najczesciej wywotujacymi infekcje uktadu moczowego.>*°

Biorgc pod uwage wysokg aktywnos¢ B-glukuronidaz w tkankach objetych
stanem zapalnym i nowotworzeniem, a takze w infekcjach dr6g moczowych
wywotanych bakteriami E. coli, celem prac byto zbadanie czy glukuronidy urolityn
mogg ulega¢ pod ich wptywem hydrolizie do wykazujgcych aktywnos¢ biologiczng
aglikonéw.

Wyizolowane z obwodowej krwi ludzkiej neutrofile poddatem stymulacji z
uzyciem f-MLP i cytochalazyny B w celu wywotania wydzielania ziarnistosci
azurofilnych zawierajgcych B-glukuronidaze. Nastepnie pobratem supernatant, ktory
zakwasitem kwasem mlekowym do optymalnego dla aktywnosci enzymatycznej
pH =15,2. Poziom deglukuronidacji oceniatem przy uzyciu metody UHPLC-DAD-
MS/MS. Inkubacja glukuronidéw urolityny A, izourolityny A oraz urolityny B z
supernatantami pobranymi z hodowli neutrofili powodowata ich hydrolize do
aglikonéw (Rycina 4A). W celu sprawdzenia, czy rzeczywiscie S-glukuronidaza byta
odpowiedzialna za te reakcje oznaczytem stezenie enzymu z uzyciem testu ELISA,
co pozwolito mi wykazaC, ze poziom deglukuronidacji korelowat z ilosciami
wydzielonego enzymu przez stymulowane i niestymulowane neutrofile wyizolowane

od poszczegolnych dawcow (Rycina 4B).
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Rycina 4 (A) Hydroliza glukuronidu izourolityny A (GiUA), glukuronidu urolityny A (GUA) oraz
glukuronidu urolityny B (GUB) pod wptywem B-glukuronidazy uwolnionej przez neutrofile stymulowane
cytochalazyng B i f-MLP. Neutrofile zostaty wyizolowane z obwodowej krwi zylnej pobranej od 4
roznych dawcow (D1-D4). ST- stymulowane neutrofile, NST- niestymulowane neutrofile. (B) poziom
uwolnionej B-glukuronidazy oznaczony za pomocg testu ELISA. Znamiennos¢ statystyczna: * p <

0.05, ** p < 0.01 wobec odpowiedniej kontroli niestymulowane;.

Glukuronidy urolityn ulegaty réwniez hydrolizie w hodowlach Escherichia coli.
Zaréwno szczepy referencyjne jak i kliniczne izolaty pobrane od pacjentéw z
zakazeniami drég moczowych byty zdolne do hydrolizy badanych zwigzkéw (Rycina
5). Jeden szczep kliniczny (C6) hydrolizowat glukuronidy urolityn w znaczgco
mniejszym stopniu, jednak okazat sie by¢ rowniez nieaktywny wobec standardowego
testu na aktywnosc¢ glukuronidazy z uzyciem podtoza hodowlanego Fluorocult VRB
zawierajgcego jako substrat 43-D-glukuronid metyloumbelliferylu.
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Rycina 5. Hydroliza glukuronidu izourolityny A (GiUA), glukuronidu urolityny A (GUA) oraz
glukuronidu urolityny B (GUB) pod wptywem (-glukuronidazy wytwarzanej przez referencyjne szczepy
E. coli oraz kliniczne izolaty (C1-C7). . Znamiennos¢ statystyczna: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001

wobec pozostatych glukuronidéw w obrebie jednego badanego szczepu.

Uzyskane wyniki pozwalajg postulowaé, Zze dominujgce w krwioobiegu,
tkankach oraz w moczu glukuronidy urolityn mogg uwalnia¢c pod wptywem g-
glukuronidazy aktywne biologicznie aglikony bezposrednio w miejscu objetym
stanem zapalnym i nowotworzeniem. Uwalnianie aglikonow jest réwniez mozliwe w
drogach moczowych zainfekowanych wytwarzajgcymi B-glukuronidaze bakteriami
Escherichia coli. Biorgc pod uwage wysokg aktywnos¢ przeciwzapalng i
antyproliferacyjng wykazang dla aglikonow urolityn, ich detoksyfikacja poprzez
intensywny metabolizm |l fazy wydaje sie byC pozgdanym procesem, ktory
zapobiega wptywowi tych zwigzkow na caty organizm. Jest to szczegdlnie istotne,
jesli wezmiemy pod uwage fakt, ze urolityny sg produkowane z elagotanoidow, ktore
wystepujg w produktach spozywczych bedacych sktadnikami normalnej diety. Mozna
zatem przypuszczac, ze selektywna aktywacja glukuronidéw urolityn wywotywana
przez B-glukuronidaze w obrebie tkanek objetych stanem zapalnym lub procesem
nowotworzenia zapobiega ingerencji urolityn w procesy toczgce sie w zdrowych

komorkach.
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Weryfikacja hipotezy H6
Ocena wplywu urolityn na molekularne mechanizmy odpowiedzi zapalnej
makrofagow linii RAW 264.7. [P5]

Wyniki badan in vivo prowadzonych na zwierzetach wskazujg na szczegdlng
skutecznos¢ podawanych doustnie produktow pochodzenia naturalnego bogatych w
elagotanoidy w stanach zapalnych jelit o réznej etiologii.'® ***° Badanie kliniczne
prowadzone dla wyciggu z kigcza pieciornika kurze ziele (Potentilla erecta L.)
podawanego pacjentom chorym na wrzodziejgce stany zapalne jelita grubego
wskazato na wyrazny efekt tagodzacy przebieg tej choroby.*® Z uwagi na wykazany
metabolizm elagotanoidow przez mikrobiote jelitowg mozna przypuszczaé, ze za
obserwowane efekty przeciwzapalne odpowiedzialne sg powstajgce w jelicie grubym
urolityny.

Poniewaz istotng role w progresji stanow zapalnych, w tym w nieswoistych
stanach zapalnych jelit odgrywajg makrofagi, celem badan byto sprawdzenie, czy
powstajgce w jelicie grubym biodostepne metabolity elagotanoidéw - urolityny moga
wptywa¢ na szlaki sygnalizacyjne w komorkach makrofagow linii RAW 264.7
zwigzane z ich odpowiedzig prozapalng.

Do badan wybratem trzy najbardziej rozpowszechnione metabolity
elagotanoidéw: urolityne A (UA), urolityne B (UB) oraz urolityne C (UC). Inkubacja
makrofagéw linii RAW 264.7 z lipopolisacharydem (LPS) powodowata znaczne
zwiekszenie wydzielania tlenku azotu (NO) do medium hodowlanego, natomiast
inkubacja komorek z poszczegolnymi urolitynami powodowata zahamowanie
wydzielania NO. Najsilniejszg inhibicje wykazywata UA, ktora zaleznie od stezenia
byta aktywna w zakresie 2,5-40 pM i IC50= 9,8 uM. Pozostate dwa zwigzki dziataty
znacznie stabiej, UB byta aktywna tylko w stezeniach 20 i 40 uM, natomiast najstabiej
dziatajgca UC tylko w stezeniu 40 pM. Poniewaz wiadomo, ze za produkcje NO
wywotang LPS odpowiedzialna jest indukowana syntaza tlenku azotu (iNOS)
sprawdzitem wptyw urolityn na produkcje iINOS oraz na ekspresje mRNA dla iNOS.
Poziom iNOS oznaczony metodg Western blot wykazat, ze obserwowany spadek
wydzielania NO byt zalezny od zmniejszonej produkcji tego enzymu w makrofagach,
a badania z uzyciem metody RT-PCR potwierdzity, ze powodem byto obnizenie
ekspresji mMRNA dla iINOS. Poziom inhibicji ekspresji i produkcji INOS oznaczony dla
poszczegolnych urolityn korelowat z obserwowanym wczesniej poziomem

zahamowania wydzielania NO (UA>UB>UC). Poniewaz ekspresja iNOS jest
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regulowana przez czynnik transkrypcyjny NF-kB, zbadatem wptyw urolityn na
translokacjg podjednostki p65 NF-kB do jgdra komorkowego. Inkubacja makrofagéow
z urolitynami powodowata zahamowanie wywotanej LPS translokacji p65 do jgdra
komorkowego. Najaktywniejszym zwigzkiem ponownie okazata sie by¢ UA, ktora
dziatata zaréwno w stezeniu 40 jak i 5 uM (Rycina 6). Co wiecej, UA i UB w stezeniu
40 uM hamowaty wigzanie sie podjednostki p50 z DNA. Badane urolityny nie tylko
hamowaty ekspresje mRNA dla iNOS, lecz rowniez byty aktywne wobec wywotane;j
LPS zwiekszonej ekspresji mRNA dla podstawowych cytokin prozapalnych
produkowanych przez makrofagi: TNF-a, IL-18, IL-6.

130kd- @00 —— 0 A=

43 kd -

(frakcja jadrowa)

65 kd -
e d
: ‘(frakcja cytoplazmatyczna)

NST ST (LPS) UA40uM UAS5uM UB40uM UB5uM UC 40uM UC 5uM

Rycina 6. Wptyw badanych urolityn na indukowang LPS produkcje iNOS, ekspresje mRNA dla iNOS
oraz translokacjag do jadra komoérkowego podjednostki p65 NF-kB w makrofagach linii RAW 264.7.

Po raz pierwszy opisatem dla urolityn mechanizm aktywnosci hamujgcej
odpowiedz zapalng w komérkach makrofagdw wywotang stymulacjg receptora TLR4.
Obserwowany hamujgcy wplyw na ekspresjc mRNA dla iNOS oraz cytokin
prozapalnych w komdrkach makrofagéw linii RAW 264.7 zalezny od zahamowania
szlaku sygnalizacyjnego NF-kB wskazuje na potencjalny mechanizm dziatania
urolityn. Otrzymane rezultaty przyczyniajg sie do potwierdzenia skutecznosci
bogatych w elagotanoidy produktéw pochodzenia naturalnego w prewenciji i terapii
standéw zapalnych o roznej etiologii, w szczegolnosci nieswoistych standéw zapalnych
jelit, oraz wskazujg molekularne mechanizmy odpowiedzialne za obserwowane
efekty. Otrzymane rezultaty dodatkowo podkreslajg potrzebe brania pod uwage
aktywnosci metabolicznej mikrobioty jelitowej przy ustalaniu mechanizmu dziatania i

ocenie wptywu na organizm zywnosci oraz lekéw
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Weryfikacja hipotezy H7
Poszukiwanie zwigzkéw i metabolitow odpowiedzialnych za antyproliferacyjne
wilasciwosci wyciagu z Epilobium angustifolium.

Napary przygotowywane z czesci nadziemnych gatunkdéw nalezgcych do
rodzaju wierzbéwka (Epilobium sp.) sg tradycyjnie stosowane w leczeniu wczesnych
stadiéw tagodnego przerostu gruczotu krokowego (BPH) oraz gruczolaka prostaty.
Badania in vitro prowadzone dla wyciggdw z roznych gatunkéw Epilobium
potwierdzajg przypisywane tradycyjnie wtasciwosci lecznicze i wskazujg dominujgcy
makrocykliczny elagotanoid - oenoteinge B jako czynnik warunkujgcy obserwowane
aktywnosci biologiczne.*' Z uwagi na nie do konca ustalong biodostepno$é oenoteiny
B, odnoszenie wynikow badan otrzymanych na modelach in vitro do efektéw
obserwowanych in vivo napotyka na pewne trudnosci. Poniewaz oenoteina B nalezy
do grupy elagotanoidow powinna zosta¢ rozwazona mozliwos¢ jej metabolizmu do
urolityn pod wptywem mikrobioty jelitowej. Badania przeprowadzone dla wyciggow
wodnych z ziela Epilobium hirsutum potwierdzity, ze wystepujgce w nim elagotanoidy
sg metabolizowane do urolityn *?, jednak pozniejsze badania [P3] jasno wykazaly, ze
w przeciwienstwie do innych badanych elagotanoidéw izolowana oenoteina B nie jest
metabolizowana do urolityn w kulturach ex vivo mikrobioty jelitowej cztowieka .

Celem badan byto podjecie proby wskazania, jakie zwigzki pojawiajg sie w
organizmie szczuréw po doustnym podaniu wyciggu wodnego z Epilobium
angustifolium i tym samym mogg warunkowac¢ obserwowane in vivo zahamowanie
wzrostu implantowanych dootrzewnowo komoérek LNCaP.

Podawany szczurom w dawkach 50, 100 i 200 mg/kg/m.c/dzien wyciag z E.
angustifolium zawierajgcy 15% oenoteiny B powodowat znaczny spadek czestosci
rozwoju gruczolaka u badanych zwierzat (do 25% w poréwnaniu z 71% dla grupy
kontrolnej). W celu wskazania potencjalnych czynnikéw odpowiedzialnych za
obserwowang aktywnosc in vivo zbadatem kat i mocz zwierzagt metodg UHPLC-DAD-
MS/MS. W badanych probkach od zwierzat, ktérym podawano ekstrakt nie
stwierdzitem obecnosci ani oenoteiny B ani metabolitow elagotanoidow
produkowanych pod wptywem mikrobioty jelitowej - urolityn. Porownujgc profile
chromatograficzne moczu stwierdzitem obecno$¢ czterech metabolitow, ktore
pojawity sie po spozyciu badanego wyciggu przez zwierzeta: A o m/z 429 [M-H]', B o
m/z 459 [M-H]’, C 0 m/z 445 [M-H] oraz D o m/z 269 [M-H] (Rycina 7).
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Rycina 7. Metabolity wykryte w moczu szczuréw po doustnym podawaniu wyciggu z E. angustifolium

w dawce 200 mg/kg m.c.

Fragmentacja poszczegdélnych jonéw (oprocz zwigzku D) pokazata, ze zwigzki
te ze wzgledu na charakterystyczne ubytki masy 176 amu, sg najprawdopodobniej
glukuronidami. Bazujgc na widmach UV oraz danych MS metabolit D zostat
zidentyfikowany jako 4,9-dehydroksy-kwas elagowy - czyli nasutyna A (NAS),
metabolit A jako glukuronid dehydroksynasutyny A, metabolit B jako glukuronid
metylonasutyny A, a metabolit C jako glukuronid nasutyny A.**** Obecno$é nasutyn i
ich metabolitbw zostata dotychczas stwierdzona jedynie u bobrow, swin oraz
szczurow karmionych pozywieniem zawierajgcym elagotanoidy. Jak dotgd nie
stwierdzono obecnosci tych zwigzkéw u ludzi.** *° Dlatego kolejnym krokiem byto
zbadanie metabolitow wystepujgcych w ludzkim moczu po spozyciu przez
ochotnikow naparu z ziela E. angustifolium. Suplementacja diety naparem z E.
angustifolium powodowata pojawienie sie w moczu ochotnikow jedynie metabolitow

urolityn; u ochotnika V1 dominowaty glukuronid urolityny A i glukuronid urolityny B,
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podczas gdy u ochotnika V2 wystepowat réwniez glukuronid izourolityny A. Nie
stwierdzitem obecnosci nasutyn ani ich metabolitow sprzezonych z kwasem
glukuronowym. Podobnie jak w badaniach na zwierzetach nie stwierdzitem tez
obecnosci oenoteiny B. Inkubacja ex vivo mikrobioty jelitowej pobranej od ochotnika
V2 z wyciggiem z E. angustifolium prowadzita do powstania odpowiednich aglikonéw
urolityn (iUA, UA i UB). Gdy wyciag zostat rozfrakcjonowany z uzyciem octanu etylu,
kwas elagowy i elagotanoidy obecne we frakcji octanowej byty metabolizowane do
urolityn, natomiast jedynie Sladowe ilosci urolityn byly produkowane z pozostatosci
wodnej, w ktorej dominujgcym zwigzkiem byta oenoteina B. Inkubacja ex vivo
izolowanej oenoteiny B z mikrobiotg jelitowg rowniez nie powodowata powstawania
urolityn, ktorych produkcja byta obserwowana dla uzytej jako kontrola pozytywna
weskalaginy. Dla powstatych metabolitow zostata wykazana aktywnosc¢
antyproliferacyjna in vitro wobec komoérek LNCaP, ktora jest spojna z wynikami
uprzednio przeprowadzanych badan.*® 4’ Z uwagi na fakt, ze dominujgca w wyciagu
z E. angustifolium oenoteina B nie ulega metabolizmowi przez organizmy wchodzgce
w skfad mikrobioty odpowiedzialne za produkcje urolityn i nasutyn, powstajgce z
pozostatych elagotanoidow i kwasu elagowego metabolity wydajg sie by¢ jedynie
czesciowo odpowiedzialne za obserwowane efekty in vivo. Dalsze badania
dotyczace oenoteiny B sg niezbedne aby okresli¢ czy ten aktywny in vitro zwigzek
jest wchtaniany w niezmienionej formie czy tez transformowany do nieznanych
dotychczas i nie wykrytych podczas obecnie prowadzonych badan metabolitow.
Nalezy wzig¢ réwniez pod uwage mozliwos¢ wptywu wyciggu z E. angustifolium i
dominujgcej oenoteiny B na ukfad immunologiczny poprzez modulacje sktadu
mikrobioty jelitowej i jej oddziatywania na organizm gospodarza. Szczegolnie, ze
wiasciwosci immunostymulujgce oenoteiny B byly opisywane w literaturze.*®
Przeprowadzone badania nie pozwolity w petni wykazac¢ roli oenoteiny B w
aktywnosci in vivo wyciagu z E. angustifolium. Pomimo wykazanych wyraznych
efektéow in vivo nie udato sie jednoznacznie wskaza¢ czynnikow, ktére mogg byc¢
odpowiedzialne za obserwowane zahamowanie proliferacji komoérek nowotworu
prostaty. Miedzygatunkowe réznice w metabolizmie mikrobioty jelitowe;j
elagotanoidéw wystepujgcych w E. angustifolium, wykazane poprzez stwierdzenie
obecnosci réznych metabolitbw w moczu - nasutyn u szczuréw i urolityn na modelu

ludzkim, wymaga ostroznego podejscia przy interpretacji wynikow badan aktywnosci
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biologicznych wykazanych na modelu zwierzecym w kontekscie potencjalnych

efektéw terapeutycznych obserwowanych u ludzi.

Podsumowanie pracy przegladowej.

Udziat elagotanoidow, galotanoidéw i ich metabolitow w aktywnosci
przeciwzapalnej produktéw spozywczych i surowcoéw leczniczych pochodzenia
roslinnego. [P7]

Popularnos¢  produktéw  spozywczych oraz  surowcow leczniczych
pochodzenia roslinnego bogatych w garbniki hydrolizujgce w ostatnich latach zaczeta
gwattownie wzrastaé. Posréd réznych wiasciwosci prewencyjnych i terapeutycznych
przypisywanych produktom zawierajgcym galotanoidy i elagotanoidy, te zwigzane z
korzystnym wptywem na choroby o podiozu zapalnym sg szczegodlnie czesto
podkreslane. Wyniki badan klinicznych, interwencyjnych oraz in vivo na zwierzetach
jasno wskazujg na przeciwzapalne wiasciwosci zawierajgcych garbniki hydrolizujgce
produktéw, jak i samych galotanoidow i elagotanoidéw. Ostatnio znaczny nacisk
zostat potozony na uwzglednianie metabolizmu i biodostepnosci produktow
pochodzenia naturalnego przy planowaniu i wykonywaniu badan aktywnosci
biologicznych. Przeprowadzone dla polifenoli badania metabolizmu in vitro i in vivo
kazg dopatrywac sie kluczowej roli mikrobioty jelitowej w prozdrowotnych efektach
zwigzanych z doustnym przyjmowaniem tych zwigzkow.

Celem pracy przegladowej byto podsumowanie dotychczasowej wiedzy z
zakresu fitochemii zawierajgcych garbniki produktow pochodzenia naturalnego oraz
badan dotyczgcych ich aktywnosci przeciwzapalnej potgczone z dyskusjg dotyczgca
wspotczesnego podejscia do ich biodostepnosci i metabolizmu.

Doustnie przyjmowane produkty pochodzenia naturalnego zawierajgce
garbniki z uwagi na ograniczong biodostepnos¢ galotanoidow i elagotanoidow moga
wptywac¢ na odpowiedz immunologiczng na poziomie uktadu pokarmowego a takze
poprzez modulujgcy wptyw na sktad mikrobioty jelitowej. Jednak ze wzgledu na
strukturalne zmiany zachodzgce podczas tranzytu tych zwigzkow przez przewod
pokarmowy zwigzane z hydrolizg i metabolizmem prowadzonym przez mikrobiote
jelitowg, aktywnos¢ powstajgcych metabolitow powinna by¢ brana pod uwage.
Badania dotyczgce aktywnosci biologicznych metabolitow garbnikow, w
szczegolnosci powstajgcych pod wptywem mikrobioty jelitowej urolityn, wskazujg na
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ich silne i zalezne od struktury wtasciwosci przeciwzapalne, ktére sg obserwowane w
stezeniach bedgcych w zakresie ich biodostepnosci.

Wptyw garbnikdw hydrolizujgcych na procesy zapalne jest dobrze
potwierdzony zaréwno na modelach in vitro jak i in vivo, podczas gdy wykazany w
ostatnich latach hamujgcy wptyw na odpowiedZz immunologiczng ich metabolitow
produkowanych przez mikrobiote jelitowg daje nowg perspektywe na rozumienie
przypisywanych zawierajgcym garbniki produktom wiasciwosci przeciwzapalnych,
szczegolnie podkreslanych w przypadku nieswoistych stanow zapalnych jelit i chorob

uktadu sercowo naczyniowego.

Weryfikacja postawionych hipotez doprowadzita do nastepujacych wnioskéw

podsumowujacych przedstawione do oceny osiggniecie naukowe:

* Elagotanoidy zaleznie od struktury modulujg odpowiedz zapalng ludzkich
neutrofili in vitro, co moze ttumaczy¢ tradycyjne stosowanie miejscowe
produktow pochodzenia naturalnego je zawierajgcych w leczeniu stanow
zapalnych skory i bton sluzowych.

* Elagotanoidy przynalezgce do réznych grup strukturalnych moga byc¢
bezposrednio metabolizowane przez mikrobiote jelitowg do biodostepnych
metabolitow - urolityn. W zaleznosci od metabotypu mikrobioty jelitowej
powstaje odmienna kompozycja urolityn, a struktura elagotanoidéw ma istotne
znaczenie dla ilosci produkowanych metabolitow.

* Poprzez zwiekszenie skali hodowli ludzkiej mikrobioty ex vivo i dzieki
opracowanej dwuetapowej metodzie izolacji urolityn mozliwe jest otrzymanie
znacznych ilosci zwigzkéw w stanie czystym, ktére mogag w przysztosci zostac
uzyte do badan aktywnosci biologicznych in vitro.

* Przy uzyciu metod chromatograficznych zostaty wyizolowane z moczu
ochotnika spozywajgcego produkty spozywcze bogate w elagotanoidy,
metabolity |l fazy urolityn, ktére mogg zosta¢ uzyte do badan biologicznych
aktywnosci in vitro oraz jako substancje wzorcowe w badaniach
farmakokinetycznych urolityn in vivo.

* Potwierdzenie hydrolizy glukuronidow urolityn pod wptywem gB-glukuronidazy

uwalnianej ze stymulowanych neutrofili oraz S-glukuronidazy produkowanej
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przez bakterie Escherichia coli otwiera nowe perspektywy dotyczgce losu
urolityn w organizmie zwigzane z mozliwoscig ich bezposredniej aktywacji w
miejscu objetym stanem zapalnym, nowotworzeniem czy infekcja.

* Wpykazany wptyw urolityn na molekularne mechanizmy warunkujgce
odpowiedz zapalng makrofagébw linii RAW 264.7 przyczynia sie do
potwierdzenia skutecznosci stosowanych doustnie bogatych w elagotanoidy
produktow pochodzenia naturalnego w prewencji i terapii stanéw zapalnych o
réznej etiologii, w szczegdlnosci nieswoistych stanow zapalnych jelit.

* Nie udato sie w petni wykazac roli oenoteiny B w aktywnosci in vivo wyciggu z
E. angustifolium, ktory podawany szczurom z implantowanymi dootrzewnowo
komérkami LNCaP powodowat zahamowanie rozwoju gruczolaka. Nie byto
rowniez mozliwe jednoznaczne wskazanie metabolitow, ktdore mogg byc

odpowiedzialne za obserwowang aktywnosc.
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5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

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

Swojg dziatalnos¢ naukowg rozpoczatem na IV roku studidw gdy wstgpitem do
Kota Naukowego w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii
WUM, moim opiekunem byta dr Anna Kiss. Zajmowatem sie badaniami sktadu
wyciggow z réznych gatunkéw wierzbowek (Epilobium sp.). Wyniki prowadzonych
badan pozwolity doktadnie scharakteryzowacC skfad fitochemiczny wyciggow, dla
ktorych nastepnie zostaty wykonane badania aktywnosci biologicznych na réznych
modelach komorkowych. Wyniki prowadzonych przeze mnie wtedy badan zostaty
ujete w publikacji O18 i zaprezentowane na konferencji K27. W tym samym czasie
dziatatem w Kole Naukowym w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM pod
opiekg dr Joanny Stefanskiej badajgc przesiewowo aktywnos¢ bakteriostatyczng i
fungistatyczng zwigzkéw otrzymanych na drodze syntezy. Zdobylem tam cenne
umiejetnosci pracy z materiatem mikrobiologicznym, ktore okazaty sie przydatne w
mojej przysztej pracy naukowe.

Dalsze prace badawcze zwigzane byty z mojg pracg magisterskg wykonywang w
Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii, ktdrej promotorem byta
dr hab. Matgorzata Koztowska-Wojciechowska, a opiekunem dr Anna Kiss. Praca
dotyczyta roslin leczniczych bogatych w elagotanoidy, ktore sg stosowane w
medycynie ludowej w leczeniu schorzen o podtozu zapalnym (szczegdlnie w stanach
zapalnych skory i bton sluzowych, chorobach uktadu krgzenia oraz w nieswoistych
stanach zapalnych jelit). Wybratem 12 surowcow roslinnych bogatych w elagotanoidy
tradycyjnie stosowanych w polskiej medycynie ludowej. Przeprowadzitem dla nich
ilosciowg i jakosciowg analize fitochemiczng oraz wykazatem, Zze mogg swojg
skutecznos¢ zawdziecza¢ hamowaniu rozktadu macierzy zewnagtrzkomoérkowej
poprzez inhibicje aktywnosci hialuronidazy i elastazy. Wyniki prowadzonych badan
byty przedmiotem publikacji O17.

Badania prowadzone w ramach pracy magisterskiej doprowadzity do
wytypowania najsilniej dziatajgcego wyciggu, ktérym byt wycigg wodny z ziela
krwawnicy pospolitej (Lythrum salicaria L., Lythraceae). Poszerzone badania
fitochemiczne, aktywnosci biologicznej oraz metabolizmu wyciggu z ziela krwawnicy

byty tematem prac badawczych prowadzonych w ramach studiéw doktoranckich,
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ktore odbywatem w Katedrze Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii i
rozprawy doktorskiej, ktorej promotorem byta dr hab. Anna Kiss.

Pomimo faktu, Zze ziele krwawnicy jest farmakopealng substancjg roslinng,
jego sktad byt dotychczas stabo poznany, rowniez liczba badan dotyczgcych
aktywnosci biologicznych byta ograniczona. Przeprowadzitem doktadng jakosciowsq i
ilosciowg analize fitochemiczng potgczong z izolacjg i charakterystykg zwigzkow
wystepujgcych w wyciggu. Okreslitem struktury trzech dotychczas nieznanych
dimerycznych elagotanoidéw - salikarinin (salicarinins) A, B oraz C. Pomimo ze
stanowity one dominujgcy sktadnik wyciggoéw z ziela krwawnicy, nie byty do tej pory
opisane. Struktury zwigzkéw zostaty opublikowane w pracy 010 oraz
zaprezentowane na konferencji K27. Opracowana zostata roéwniez metoda
ilosciowego oznaczania dominujgcych elagotanoidéw w zielu krwawnicy z uzyciem
metody ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z detektorem
diodowym i detektorem wytadowan koronowych typu CAD, ktora jest przedmiotem
pracy O8 oraz doniesien zjazdowych K19 i K14.

Poniewaz ziele krwawnicy jest stosowane w stanach zapalnych skory i bton
Sluzowych oraz w nieswoistych stanach zapalnych jelit, kolejnym etapem badan byto
okreslenie wplywu wyciggu i poszczegodlnych elagotanoidow na procesy biorgce
udziat w rozwoju stanu zapalnego z uzyciem modelu ludzkich neutrofili. Wykazatem
hamujgcy wplyw wyciggu na uwalnianie i produkcje czynnikédw prozapalnych
(cytokin, proteaz oraz reaktywnych form tlenu), a nowo wyizolowane dimeryczne
elagotanoidy zostaty na podstawie badan porownawczych wytypowane jako zwigzki
potencjalnie odpowiedzialne za obserwowang aktywnosc¢. Otrzymane wyniki dla
wyciggu z ziela krwawnicy i wyizolowanych elagotanoidéw przyczynity sie do
potwierdzenia celowos¢ jego tradycyjnego stosowania w terapii chorob o podtozu
zapalnym (szczegodlnie w stanach zapalnych skéry i bton sluzowych) i zostaty ujete w
publikacji O4 oraz zaprezentowane na konferencjach K12, K15.

Wykazatem po raz pierwszy dla wyciggu z ziela krwawnicy pospolitej, wyciggu
z ziela wierzbownicy kosmatej (Epilobium hirsutum L., Oenotheraceae) oraz
pozostatych wybranych uprzednio do badan bogatych w elagotanoidy roslin
leczniczych powstawanie pod wptywem mikrobioty jelitowej cztowieka biodostepnych
metabolitéw (pochodnych dibenzo[b,d]piran-6-onu) - urolityn. Wyniki tych badan byty
przedmiotem publikacji: O15 i O5 oraz zaprezentowane na konferencjach K25, K22,
K20, K16, K13.
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W celu okreslenia aktywnosci biologicznej otrzymanych na drodze syntezy
urolityn podjgtem wspotprace z prof. Matthiasem Melzigiem z Wolnego Uniwersytetu
w Berlinie, gdzie rozpoczatem badania ich wptywu na odpowiedz zapalng
makrofagdéw uzyskanych z linii komérkowej monocytow THP-1. Wykazatem silne
hamowanie przez urolityny produkcji cytokin prozapalnych: czynnika martwicy
nowotworéw TNF-a i interleukiny-6. Przeprowadzitem nastepnie kompleksowe
badania aktywnosci przeciwzapalnej urolityn na modelu neutrofili izolowanych z
obwodowej krwi ludzkiej. Wykazatem specyficzny oraz zalezny od struktury
hamujacy wptyw na produkcje interleukiny-8, metaloproteinazy macierzy-9 oraz
uwalnianie mieloperoksydazy, elastazy i reaktywnych form tlenu. Efekty wywierane
przez urolityny na odpowiedz zapalng komorek uktadu odpornosciowego,
stwierdzone w stezeniach, jakie mogg one osigga¢ we krwi, tkankach, kale oraz
moczu, przemawiajg za celowoscig doustnego stosowania bogatych w elagotanoidy
roslin leczniczych w schorzeniach o podtozu zapalnym (szczegdlnie we
wskazywanych przez tradycyjne zrédta chorobach uktadu krgzenia i nieswoistych
stanach zapalnych jelit). Wyniki powyzszych prac byty przedmiotem publikacji O6 i
O5 oraz zostaty zaprezentowane na konferencjach naukowych w formie wystgpien
ustnych: K23, K20, K8 oraz posterow K26.

Prowadzitem réwniez badania aktywnosci przeciwzapalnej na modelach in
vitro komorkowych i bezkomorkowych dla wyciagéw z ziela wiesiotka dwuletniego-
(Oenothera biennis L.) i wiesiotka dziwnego (Oenothera paradoxa Hudziok) (013,
K28), ziela czartawy pospolitej (Circaea lutetiana L.) (014), lisci golterii rozestanej
(Gaultheria procumbens L.) (09) oraz ziela nasturcji wiekszej (Tropaeolum majus L.)
(012). Wyizolowatem i zidentyfikowatem dimeryczny elagotanoid agrymonine z ziela
Potentilla recta, dla ktorej zostaty nastepnie wykonane badania aktywnosci
biologicznych (016).

Sprawowatem bezposrednig opieke nad studentami z kota naukowego.
Prowadzilismy badania sktadu farmakopealnej substancji roslinnej - ziela rdestu
ptasiego (Polygonum aviculare L., Polygonaceae). Dzieki zastosowaniu
nowoczesnych sprzezonych technik analitycznych (UHPLC-MS/MS, UHPLC-TOF)
zrewidowalismy dotychczasowg wiedze na temat sktadu flawonoidéw wystepujgcych
w tej roslinie (011).

Podczas badan prowadzonych w ramach pracy magisterskiej aktywnoscig
wyrozniat sie rowniez wycigg z korzenia i ktgcza kuklika pospolitego (Geum urbanum
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L., Rosaceae). Przeprowadzitem badania fitochemiczne, ktére doprowadzity do
doktadnego okreslenia sktadu, wyizolowania i okreslenia struktury szesciu
dominujgcych elagotanoidow i trzech pochodnych kwasu elagowego. Nastepnie
przeprowadzitem wstepne badania aktywnosci przeciwzapalnej z uzyciem
komdérkowych modeli in vitro dla tego wyciggu, ktére mogg ttumaczy¢ zewnetrzne
stosowanie tego surowca w leczeniu stanéw zapalnych skory i bton sluzowych.
Wyniki badan byly przedmiotem publikacji O7 oraz zaprezentowane na
konferencjach naukowych K30, K23, K18, K17, K11.

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

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora skupitem sie na dalszej pracy
badawczej zwigzanej z rozpoznaniem czynnikbw warunkujgcych wiasciwosci
przeciwzapalne produktow pochodzenia naturalnego zawierajgcych elagotanoidy.
Przygotowatem projekt badawczy: ,Badania wptywu urolityn - biodostepnych
metabolitow flory jelitowej cztowieka na molekularne procesy zwigzane =z
wygaszaniem stanu zapalnego”, ktory otrzymat finansowania z MNiSW w ramach
programu luventus Plus. Dzigki otrzymanemu finansowaniu wykonatem czes¢ badan
stanowigcych przedstawione do oceny osiggniecie naukowe (P3 i P4).

Podczas pobytu badawczego w Instytucie Farmacji na Uniwersytecie w
Innsbrucku zajmowatem sie izolacjg i identyfikacja gtownych sktadnikéw
seskwiterpenowych oraz polifenolowych wystepujgcych w czesciach nadziemnych
sadzca konopiastego (Eupatorium cannabinum L.). Obecnie sprawuje opieke
merytoryczng nad  badaniami  molekularnych  mechanizméw  aktywnosci
przeciwzapalnej wyizolowanych zwigzkéw (prace prowadzone w ramach projektow
G2i G3).

Wykonatem badania aktywnos$ci przeciwzapalnej stilbenoidéw i benzyloftalidow
wyizolowanych z Tragopogon tommasinii Sch.Bip. Badania wykazaty hamujgcy
wptyw niektérych zwigzkéw na wywotang LPS zwiekszong produkcje cytokin
prozapalnych: IL-8, TNF-a, i IL-1B oraz odpowiedzialnej za rozktad macierzy
zewnatrzkomorkowej MMP-9. Najsilniejszg aktywno$¢ wykazywaty dwa zwigzki: 7-(1
—  6)-a-rhamnosyl-B-glucopyranosyloxy-(S)-3-(4-hydroxybenzyl)-5-methoxyphtalide
oraz 3-caffeoyl-(9 — 5)-B-apiosyl-(1 — 6)-B-
glucopyranosyloxydemethoxycannabispiradienone, prawdopodobnie ze wzgledu na

przytgczony fancuch zawierajgcy co najmniej 2 reszty cukrowe oraz 3-Caffeoyl-(9 —
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5)-B-apiosyl-(1 —  6)-B-glucopyranosyloxy-4'-dihydroxy-5,3'-dimethoxy-bibenzyl
prawdopodobnie ze wzgledu na metylacje wegla w pozycji 9. Wyniki badan zostaty
wigczone do publikacji O3.

Bratem udziat w badaniach fitochemicznych potaczonych z pracami izolacyjnymi
parzydta lesnego (Aruncus dioicus (Walter) Fernald), ktérych rezultatem byty
publikacje O1 i O2 oraz doniesienie zjazdowe K6.

Kontynuowatem wspotprace dr hab. Michatem Tomczykiem z Zakfadu
Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku w zakresie badan
aktywnosci biologicznych agrymoniny (K1) oraz bratem udziat w przygotowywaniu
pracy przegladowej dotyczgcej aktywnosci biologicznych agrymoniny opracowujgc
czes¢ dotyczgcg metabolizmu i biodostepnosci.

We wspotpracy z dr Katarzyng Szewczyk z Katedry Botaniki Farmaceutycznej,
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie badatem aktywnosS¢ przeciwzapalng
wyizolowanych polisacharydéw na modelu ludzkich neutrofili

Zajmowatem sie rowniez przygotowywaniem projektu badawczego we
wspotpracy z Instytutem Farmaceutycznym oraz Instytutem Zywienia Zwierzat
Wolnego Uniwersytetu w Berlinie, opiekunami naukowymi projektu sg prof. Matthias
Melzig i prof. Jurgen Zentek. Przygotowany dwuletni projekt badawczy ,Ellagitannin-
rich natural products as agents modulating host:microbiota interactions” dotyczacy
badania wptywu produktow pochodzenia naturalnego zawierajgcych elagotanoidy na
interakcje pomiedzy mikrobiotg jelitowg a gospodarzem otrzymat finansowanie z
Fundacji Aleksandra von Humboldta.
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International Symposium on Chromatography of Natural Products,
26.05.2014-29.05.2014, Lublin, Polska

K17. Kiss, A.K.; Kiebowska, A.; Piwowarski, J. P.; Kosinski, M.; Granica S,
Identification of compounds from Geum urbanum roots affecting the expresion
of interin CD11b in human neutrophils, 9th International Symposium on
Chromatography of Natural Products, 26.05.2014-29.05.2014, Lublin, Polska

K18. Piwowarski, J. P.; Granica S.; Kiss, A.K., Isolation and identification of
tannins from domestic plant materials and their infuence on release of
elastase from stimulated human neutrophils, 9th International Symposium on
Chromatography of Natural Products, 26.05.2014-29.05.2014, Lublin, Polska

K19. Granica, S.; Piwowarski, J. P.; Ktebowska, A.; Krupa, K.; Kiss, A.K, The
qualitative and quantitative analysis of chemical composition of some
pharmacopeial plant materials with HPLC-DAD-MS*-CAD. The aplication of
corona charged aerosol detector (CAD) in the analysis of plant phenolics, 9th
International Symposium on Chromatography of Natural Products,
26.05.2014-29.05.2014, Lublin, Polska

K20. Piwowarski, J.P.; Granica, S.; Melzig, M.F.; Wozniak, M.; Moeslinger, T.;
Kiss A.K. Wptyw metabolitow elagotanoiddéw-urolityn na prozapalna aktywnosé

neutrofili w kontekscie chordéb uktadu sercowo-naczyniowego. XXII Naukowy

Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego. 18.09.2013-21.09.2013.

Biatystok, Polska, wystapienie ustne

K21. Bazylko, A.; Piwowarski, J.P.; Tomczyk, M. Agrymonina, elagotanina
wyizolowana =z Potentilla recta, jej aktywno$¢ przeciwutleniajgca i
przeciwzapalna. XXII Naukowy  Zjazd Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego. 18.09.2013-21.09.2013. Biatystok, Polska

K22. Kiss, A.K.; Stolarczyk, M.; Piwowarski, J.; Granica, S. Effects of
standardized extracts from Epilobium sp. Herbs on hormone-dependent

prostate cancer cells (LNCaP)- searching for active compounds. XVIlith
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International Congress of The Polish Pharmacological Society. 23.05.2013-
25.05.2013. Kazimierz Dolny, Polska, Pharmacological Reports. 2013,65:13

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

K24. Piwowarski, J.P.; Granica, S.; Kiss, A.K. Infulence of gut flora-derived

ellagitannins' metabolites - urolithins on production and release of pro-

inflammatory factors from stimulated neutrophils in the context of

cardiovascular disease prevention. 61st International Congress and Annual

Meeting of the Society for Medicinel Plant and Natural Product Research.
01.09.2013-05.09.2013. Munster, Germany, Planta Medica.
2013;79(13):SL52, wystapienie ustne

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

K26. Piwowarski, J.; Granica, S.; Kiss, A.K. Influence of urolithins on prevention
and extracellular matrix degradation triggered by stimulated neutrophils. The
17th International Congress Phytopharm 2013. 08.07.2013-10.07.2013.
Wieden, Austria

K27. Piwowarski, J.P.; Kiss, A.K. C-glucosidic ellagitannins from Lythri herba (ph.
eur.) and their microbial metabolites. 8th Joint Meeting of AFERP, ASP, GA,
PSE & SIF, International Congress on Natural Products Research.
28.07.2012-01.08.2012. New York, USA, Planta Medica. 2012;78(11):PJ138

K28. Granica, S.; Czerwinska, M.E.; Piwowarski, J.P.; Kiss, A.K. Chemical
composition and biological activities of Oenothera biennis L. and Oenothera
paradoxa Hudziok aerial parts' extracts. 8th Joint Meeting of AFERP, ASP,
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GA, PSE & SIF, International Congress on Natural Products Research.
28.07.2012-01.08.2012. New York, USA, Planta Medica. 2012;78(11):P1268

K29. Stolarczyk, M.; Piwowarski, J.; Granica, S.; Naruszewicz, M.; Kiss, A.K. The
influence of standardized extracts from Epilobium sp. herbs on apoptosis of
hormone dependent prostate cancer cells (LNCAP). 2nd International
Conference and Workshop — Plant — the source of reaserch material.
18.10.2012-20.10.2012. Lublin, Poland

K30. Piwowarski, J.; Granica, S.; Kosinski, M.; Kiss, A.K. Phytochemical
screening of Gei urbani radix cum rhizoma and its anti ECM degrading activity.
2nd International Conference and Workshop — Plant — the source of research
material. 18.10.2012-20.10.2012. Lublin, Poland

K31. Kiss, AK.; Kiarszys, U.; Piwowarski, J.; Staszewska, A.; Bazylko A.
Contribution of oenothein B in the anti-inflammatory activity of Epilobium sp.
Extracts. 56th Annual Meeting of the Society for Medicinal Plant Research and
7th Joint Meeting of AFERP, ASP, GA, PSE & SIF "Natural Products with
Pharmaceutical, Nutraceutical, Cosmetic and Agrochemical Interest".
03.08.2008-08.08.2008. Ateny, Grecja

9. Wspoétpraca naukowa

W1. wspodlpraca z Institut fur Pharmazie/Pharmazeutische Biologie, Freie
Universitat Berlin (prof. Matthias F. Melzig) w zakresie badania aktywno$ci
przeciwzapalnej metabolitdw produkowanych przez mikrobiote jelitowa.

W2. wspotpraca z Institut fir Physiologie, Medizinische Universitat Wien (prof.
Thomas Moeslinger) w zakresie badania molekularnych mechanizmoéow

aktywnosci przeciwzapalnej urolityn.

W3. wspotpraca z Katedrg Farmakognozji, Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (dr hab. Michat Tomczyk) w

zakresie badania aktywnosci biologicznych elagotanoidu agrymoniny.

W4. wspotpraca z Katedrg Botaniki Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny w
Lublinie (dr Katarzyna Szewczyk) w zakresie badania aktywnoSci
przeciwzapalnej izolowanych polisacharydow.
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W5. wspotpraca z Instytutem Farmacji/Farmakognozji Uniwersytetu w
Innsbrucku (prof. Hermann Stuppner oraz dr Birgit Waltenberger) w zakresie
izolacji zwigzkoéw polifenolowych oraz seskwiterpenowych z Eupatorium

cannabinum L.

W6. wspodtpraca z Department of Biochemistry, McGill University w Toronto

(prof. Jerry Pelletier) dotyczaca badania wptywu urolityn na procesy translaciji.

10.Udziat w projektach badawczych

G1. 0d08.2016 kierownik projektu ,Badania wptywu urolityn-
biodostepnych metabolitéw flory jelitowej cztowieka na molekularne procesy
zwigzane z wygaszaniem stanu zapalnego” projekt MNiISW w ramach
konkursu luventus Plus 0622/IP1/2016/74; realizowany w latach 2016-2019

G2. 2016-2019 wykonawca projektu ,Poszukiwanie nowych
zwigzkow o aktywnosci przeciwzapalnej z rodzimych gatunkow roslin
nalezacych do rodziny Oleaceae z uzyciem modeli in vitro i in vivo wraz ze
wskazaniem molekularnych mechanizméw warunkujgcych obserwowang
aktywnos¢" projekt NCN w ramach konkursu OPUS 2015/17/B/NZ7/03086

G3. 2015-2017 wykonawca projektu ,ldentification of interleukin-8
(IL-8) inhibitors from natural sources as potential anti-inflammatory agents for
the treatment of respiratory tract diseases” projekt na wymiane osobowg w

ramach Protokotu wykonawczego z Republikg Austrii na lata 2015-2017

G4. 07.2013-07.2015 wykonawca projektu ~Wptyw  wybranych
elagotanoidéw na funkcje ludzkich neutrofili w kontekscie prewenciji i leczenia
choréb jamy ustnej - badania struktura a aktywno$¢” projekt NCN w ramach
konkursu Preludium 2012/07/N/NZ7/01136

G5. 09.2013-09.2014 kierownik projektu ,Ziele krwawnicy (Lythri
herba)- okreslenie wptywu wyciggu, izolowanych elagotanoidéw oraz ich
metabolitow na prozapalne funkcje neutrofili” projekt NCN w ramach konkursu
Etiuda 3/08/T/NZ7/00011
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G6. 06.2012-12.2014 wykonawca projektu ,Czy wyciggi pozyskiwane z
Epilobium sp. mogg hamowac proliferacje komorek prostaty LNCaP poprzez
wpltyw na aktywnos$¢ acetylotransferazy histonowej (HAT)?” Projekt Sonata
NCN 2011/01/D/NZ4/01261

G7. 06.2012-08.2014 kierownik projektu ,Wptyw metabolitow
elagotanoidéw produkowanych przez bakterie flory jelitowej- urolityn na
prozapalng aktywnos¢ neutrofili w kontekscie chorob uktadu sercowo
naczyniowego.” Projekt Preludium NCN 2011/03/N/NZ7/01785

G8. 07.2009-03.2010 kierownik i wykonawca projektu ,Badanie
hamowania aktywnos$ci hialuronidazy przez wyciggi wodne z surowcow
garbnikowych jako potencjalnych sktadnikow preparatow przydatnych w terapii
wczesnych stadiow choroby hemoroidalnej.” mini-grant studencki przyznany
przez Warszawski Uniwersytet Medyczny nr FW 25/NM1/2009

11.Staze naukowe

N1. 11.2015 — Austria, Innsbruck, Uniwersytet w Innbrucku, Instytut
Farmacji, jednomiesieczny staz naukowy pod opiekg prof. Hermana
Stuppnera w ramach programu MNiSW wymiany osobowej z Republikg Austrii

N2. 02.2014 - 08.2014 - Austria, Wieden, Institut fur Physiologie,
Medizinische Universitat Wien, szesciomiesieczny staz naukowy pod opiekg
prof. Thomasa Moeslingera; stypendium w ramach projektu NCN ETIUDA
2013/08/T/NZ7/00011

N3. 02.2012-05.2012 oraz 05.2013-06.2013 — Niemcy, Berlin, Institut fir
Pharmazie, Freies Universitat Berlin, trzymiesieczny i dwumiesieczny pobyt
naukowy pod opiekg prof. Matthiasa Melziga; stypendium w ramach programu
praktyk LLP-Erasmus

N4. 09.2008 - Polska, Krakéw, Instytut Farmakologii PAN, Zaktad
Fitochemii, jednomiesieczny staz naukowy pod opiekg dr hab. Anny
Stojakowskiej
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12.Nagrody i stypendia za dzialalno$¢ naukowa

ST1. 12.2016 — Stypendium podoktorskie Fundacji Alexandra von Humboldta

ST2. 07.2016 — nagroda naukowa | stopnia przyznana przez JM Rekotora WUM
za ,prace przedstawiajgcg wyniki badan dotyczgcych wptywu metabolitow
flory jelitowej- urolityn na odpowiedz prozapalng makrofagéw”

ST3. 05.2016 — stypednium START dla mtodych uczonych finansowane przez
Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej

ST4. 10.2015 - nagroda przyznana przez JM Rekotora WUM za udziat w
oryginalnych i tworczych badaniach naukowych w Katedrze Farmakognozji i
Molekularnych Podstaw Fitoterapii.

ST5. 09.2015 — nagroda przyznana przez edytoréw czasopisma Planta Medica
za prace ,Influence of gut microbiota-derived ellagitannins’ metabolites
urolithins on pro-inflammatory activities of human neutrophils” jako najbardziej

innowacyjny artykut opublikowany w 2014 roku.

ST6. 11.2014 — nagroda naukowa Il stopnia przyznawana przez JM Rekotora
WUM za wspdtautorstwo w cyklu publikacji pt.: ,Badania sktadu surowcow
roslinnych metodami chromatografii cieczowej wprzezonej ze spektrometrig
mas oraz metodg magnetycznego rezonansu jgdrowego, ze szczegolnym

uwzglednieniem flawonoidow i elagotanoidow”

ST7. 09.2014- nagroda za najlepszy plakat (Role of human gut microbiota
metabolism in anti-inflammatory effect of traditionally used ellagitannin-rich
plant materials) na 62nd congress of the Society for Medicinal Plant and
Natural Product Research, 31.08.2014-04.09.2014, Guimaraes, Portugal.

ST8. 12.2013 - stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla
najlepszych doktorantow za osiggniecia naukowe

ST9. 11.2013 — nagroda naukowa Il stopnia przyznana przez JM Rekotora WUM
za wspotautorstwo w cyklu publikacji pt.: , Badania sktadu surowcow
roslinnych metodami chromatografii cieczowej wprzezonej ze spektrometrig
mas oraz metodg magnetycznego rezonansu jgdrowego, ze szczegolnym

uwzglednieniem flawonoidow i elagotanoidow”
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ST10. 10.2013-09.2014 — stypendium doktorskie w ramach programu Etiuda

organizowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

ST11. 09.2011-06.2012, 09.2012-06.2013 oraz 09.2013-06.2014 —
stypendium JM Rektora WUM dla najlepszych doktorantow za osiggniecia

naukowe
13.Kursy i szkolenia

S1. 09.2011 — Letni kurs hodowli komorek; Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski

S2. 02.2011 - Real-time PCR; Wydziat Nauki o Zwierzetach, SGGW,
Warszawa

S3. 08.2010 —jednotygodniowe szkolenie z zakresu metody HPLC-MS, Bruker
Daltonics, Brema, Niemcy

14.Czlonkostwo w towarzystwach naukowych

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

15.Dziatalnos$¢ organizacyjna

Od pazdziernika 2016 roku jestem cztonkiem Komisji Socjalnej Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego.
16.Recenzje prac naukowych

Od grudnia 2011 wystepowatem w roli recenzenta:

* 36 prac naukowych ziozonych do publikacji w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym: Scientific Reports (1), Phytochemistry Letters (2),
Pancreatology (1), Medicinal Research Reviews (1), Journal of Food Science
(1), Journal of Functional Foods (2), Journal of Ethnopharmacology (4),
Journal of Agricultural and Food Chemistry (4), Food and Function (4),
European Journal of Nutrition (2), Acta Physiologiae Plantarum (2), Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine (1), Journal of Medicinal
Plant Research (1), Austin Chromatography (1), International Journal of
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Molecular Sciences (1), Molecules (2), International Journal of Nanomedicine

(1), British Journal of Nutrition (1)

2 projektow badawczych

- Research Program Korea Israel Cooperative Scientific Research on Brain
Sciences, Ministry of Science, Technology and Space, Israel (2016)

- Diamentowy Grant, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (2016)

17.Podsumowanie osiggnie¢ naukowo-badawczych

Moj dorobek naukowy obejmuje:

24 prace oryginalne opublikowane w czasopismach znajdujgcych sie w bazie
Journal Citation Reports (JCR). W 12 pracach bytem pierwszym autorem bgdz
petnitem role autora korespondencyjnego.

6 prac przegladowych z czego 3 zostaty opublikowane w czasopismach
znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR). W czterech pracach
bytem pierwszym autorem.

31 streszczen z prezentowanych doniesien na konferencjach naukowych w
tym 5 przedstawionych w formie wystgpienia ustnego

udziat w 8 projektach badawczych finansowanych przez NCN/MNiSW/WUM.
sumaryczny wspotczynnik Impact Factor wedtug listy JCR zgodnie z rokiem
opublikowania 76.214; tgczna punktacja MNiSW: 890 pkt

liczba wszystkich cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science ™ Core
Collection: 237 (266 wg bazy Scopus)

liczba cytowan (bez autocytowan) wedtug bazy Web of Science ™ Core
Collection: 189 (218 wg bazy Scopus)

index Hirsha (h-index) wedtug Web of Science ™ Core Collection: 10 (10 wg

bazy Scopus)

18.Dziatlalnos¢ dydaktyczna i popularyzujaca nauke

a) dziatalno$¢ dydaktyczna

prowadzenie zaje¢ z mikroskopowej identyfikacji surowcow roslinnych dla |l

roku kierunku farmacja

prowadzenie zajec fitochemicznych dla studentow Il roku kierunku farmacja
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b)

prowadzenie czesci wyktadow dla Il roku kierunku farmacja

promotor pomocniczy rozprawy doktorskiej mgr farm. lwony Stanistawskiej pt.:
,Wptyw metabolitow garbnikow z grupy elagotanoidoéw i pochodnych flawan-3-
olu na proliferacje komorek linii raka prostaty LNCaP”

opieka nad pracg magisterskg mgr farm. Bartosza Kowalczyka ,Badania
fitochemiczne ziela Swietlika (Euphrasia rostkoviana Hayne) potgczone z

analizg jakosciowg wybranych produktéw zawierajgcych ziele swietlika.”

opieka nad cztonkami studenckiego kota naukowego przy Katedrze
Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii; co roku opieka nad 1-2
studentow; efektem opieki nad studentami jest artykut O5 i O11 oraz
doniesienia zjazdowe K4 i K20

prowadzenie zajeC z zakresu preparatyki fitochemicznej dla studentéw IV roku
kierunku farmacja w ramach fakultatywnych blokow programowych Fitochemia
i Fitoterapia oraz Farmacja Analityczna

wykonanie recenzji jednej pracy magisterskiej wykonywanej w Katedrze
Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii WUM

dziatalno$¢ popularyzatorska

opieka naukowa nad projektem ,, Tworczos¢ w przyrodzie” prowadzonym przez
dr hab. Bogustawa Bachorczyka z Akademii Sztuk Pieknych im. Jana Matejki
w Krakowie. Projekt realizowany w Battyckiej Galerii Sztuki w Ustce.

opieka nad ¢wiczeniami prowadzonymi w ramach Uniwersytetu Dzieci
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