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Do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego dotgczono oswiadczenia
wspétautorow publikacji okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w ich
powstanie.
c. Omoéwienie celu naukowo-badawczego ww. prac, osiaggnietych wynikow
i ich ewentualne wykorzystanie.

Wprowadzenie

I[stotny postep jaki mial miejsce w ciggu ostatniego dziesieciolecia w analizie

fitochemicznej dla substancji pochodzenia roslinnego ewoluowat w kierunku poteznych
narzedzi, zapewniajacych powtarzalno$¢ wynikéw, lepsza ocene ich jakoSci oraz
szybkos$ci wykonywania analiz. Analiza sktadu materiatu roslinnego stanowi trudne
zadanie, poniewaz sg to mieszaniny setek, a nawet tysiecy zwigzkéw naturalnych, czesto
o zblizonych wtasciwosciach fizykochemicznych. W Kklasycznym ujeciu analizy
fitochemicznej skupiamy sie na najwazniejszych bioaktywnych sktadnikach substancji
roslinnej lub na wybranej grupie zwigzkéw. W tym podejsciu najczesciej nastepuje
izolacja i oczyszczanie pojedynczych zwigzkéw oraz sprawdzenie ich bioaktywnosci,
niekiedy z uwzglednieniem zaleznoSci pomiedzy strukturg a efektywnosScig dziatania
biologicznego. Czaso- i materiatochtonne techniki izolacji i analizy pojedynczych
zwigzkow roslinnych, coraz cze$ciej zastepowane sg metodami cato$ciowej analizy
jakosciowej i iloSciowej ekstraktow roSlinnych w ten sposéb by uzyska¢ mozliwie
kompletny profil fitochemiczny. Najbardziej typowe techniki wykorzystywane w takich
badaniach sktadaja sie z analiz spektroskopowych dla ktérych takim swoistym tgcznikiem
jest metoda wysokosprawnej chromatografii cieczcowej (HPLC), wraz z detekcja na
matrycy fotodiodowej (LC-PDA), lub sprzezong ze spektrometria mas (LC-MS) czy
jadrowym rezonansem magnetycznym (LC-NMR).
Spektrometria mas (MS) to technika chemii analitycznej oparta na okreslaniu stosunku
masy do tadunku (m/z) analizowanego jonu . Analizowany jon moze ulega¢ rozpadom
(fragmentacji) wewnatrz spektrometru mas, ktéry jest pod wysoka proéznig, w celu
uzyskania natadowanych jondw potomnych. Proces ten jest znany jako dysocjacja
wywotana kolizja. Masy jondéw fragmentacyjnych (m/z) mozna nastepnie okresli¢c w
drugim etapie MS, dajac poczatek okresleniom MS/MS lub tandemowej spektrometrii
masowej. Poniewaz fragmenty i ich liczebno$¢ sg determinowane przez strukture
analizowanego zwigzku, ilos¢ powstatych fragmentéw i masy jonéw potomnych s3g dla
kazdego analitu charakterystyczne. Zaréwno jony molekularne, jak i fragmenty mozna
wykorzystac¢ do identyfikacji metabolitdw oraz oznaczen jako$ciowych i ilosciowych.

Standardowe techniki identyfikacji zwigzkéw roslinnych czesto oparte s3 na
analizie LC-MS. Ten rodzaj sprzezonej analizy ciaggle sie rozwija w kierunku minimalizacji
czasu analizy, limitu detekcji, poprawy jakos$ci analizy, doktadnos$ci wynikéw i uzyskaniu
coraz lepszej rozdzielczosci. Przy bardzo wysokiej czuto$ci metody MS, ilo$¢ sygnatow
m/z mozliwych do interpretacji mozna jeszcze zwiekszy¢ taczac¢ jg z technika rozdziatu
HPLC, czy coraz czeSciej UHPLC. MS moze $wietnie stuzy¢ jako technika wstepnej
identyfikacji w analizie metabolomicznej, jako tzw. fingerprint, przy potwierdzeniu
obecnos$ci danego zwiazku czy grupy zwigzkéw. Wiecej mozliwosci w tym zakresie daje
technika tandemowa MS/MS, przy pomocy ktérej mozemy swobodnie monitorowac
interesujace nas metabolity w prébce, nawet w niektérych wypadkach bez wstepnej
izolacji czy separacji.[1] Tandemowa MS daje mozliwo$ci monitorowania rozpadu
wybranych jondw, a zatem wplywa na zwiekszenie czuto$ci metody w stosunku do
interesujacych nas zwigzkéw w probce. NajczesSciej w badaniach fitochemicznych
opartych na analizie MS stosujemy aparaty o bardzo wysokiej czutos¢i detekcji, a takimi



sg MS z detektorem czasu przelotu (MS-TOF), a niekiedy tgczone techiniki TOF z
detektorami kwadropulowymi (MS-Q-TOF). [2]. Czesto w laboratoriach produktéw
naturanych wykorzystywany jest zestaw UHPLC-MS/MS. Mimo duzego postepu w tej
dziedzinie, ciggle jednak do$¢ czesto monitorowanie wszystkich metabolitow w prébce
jest niemozliwe ze wzgledu na zbyt mate ich stezenie czy zbyt duzg ich ilo$¢. Uswiadamia
nam to, Ze ciggle nie istnieje pojedyncza w peini skuteczna metoda analizy fitochemicznej,
a wybor metody uzalezniamy od biologicznych pytan, ktére stawiajac chcemy przy jej
uzyciu rozwigzac.
Idea metabolomiki jest holistyczne podej$cie do badanego materiatu, ktéry cato$ciowo
jest analizowany w odpowiednim czasie i przy uwzglednieniu odpowiednich warunkow.
Zatozeniem metabolomiki jest analiza iloSciowa i jakoSciowa wszystkich metabolitow
razem obecnych w badanym materiale, zaleznie od czasu i warunkéw. [3]. Metody oparte
na caloSciowej analizie surowcow roslinnych staty sie w ostatniej dekadzie bardzo wazne
dla badan nad sktadem chemicznym produktéw naturalnych. [3][2]. Termin
metabolomika byt sformutowany po raz pierwszy przez Oliviera i wsp.[4] poprzez
analogie do globalnej analizy genéw (genomika) czy tego typu analizy biatek
(proteomika). Stad metabolomika tak naprawde dotyczy koncowego etapu
skomplikowanych i ciggle jeszcze mato poznanych proceséw powstawania, akumulacji i
przetwarzania metabolitow w roSlinie, oraz ich wielowymiarowg analize.

Wraz z rozwojem metod wielowymiarowej analizy danych (MVDA- Multivariate
Data Analysis), matryce roslinng, taka jak na przyktad ekstrakt mozna réwniez poddawac
bezposredniej analizie przy pomocy techniki NMR lub MS (bez uprzedniej separacji HPLC,
ktéra wymaga instrumentéw o wysokich parametrach rozdzielczosci) i przy pomocy
odpowiednich programéw statystycznych uzyskane w ten sposéb dane mozna obrabiac i
interpretowac. Spektrometria mas (MS) charakteryzuje sie najwiekszg czutoscig posrod
wszystkich metod analitycznych w badaniach produktéw naturalnych, a techniki
jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) z kolei najwiekszg powtarzalnoscia, co jest
istotnym aspektem w eksperymentach metabolomicznych. Jednowymiarowe techniki 1H-
MNR staly sie metodami dominujacymi ze wzgledu na swoja prostote i szybkos¢
wykonania i sg uzywane w wielu aplikacyjnych metodach analitycznych np. w kontroli
jakosci zi6t leczniczych, plonow rolnych, wyrobow zywnosciowych [5],[6] albo w biologii
ros$lin, np. w chemotaksonomii [7][8], analizie zmienno$ci roslin genetycznie
modyfikowanych [9], interakcji z czynnikami Srodowiskowymi [10] czy patogenami [11].
Technika NMR nie ma takiej czuto$ci jak MS, wiec z powodzeniem moze by¢
wykorzystywana tam gdzie ta czutoS¢ nie jest tak istotna, a wazniejsza jest szybkos$¢ i
prostota wykonania np. w kontroli jakosci roslin leczniczych [12,13] czy w preparatyce
farmaceutycznej [5,12,14].
NMR posiada przewage nad innymi metodami wykorzytywanymi w analizie
fitochemicznej poniewaz znacznie upraszcza analizy w badaniach przesiewowych (fatwe
przygotowanie prébki, krétki czas analizy, duza powtarzalno$¢ wynikéw). Rozwdj NMR
pozwala rowniez analizowac ro$liny bez uprzedniej ekstrakcji np. z kultur in vitro czy
hodowli komérkowych, uzywajac technik obrazowania - Magnetic Resonance Imaging
(MRI), czy High Resolution Magic Angle Spinning (HR-MAS). Technika ta gtoéwnie
stosowana jest w analizach biomedycznych.
Niebywata zaleta NMR w badaniach metabolomicznych jest mozliwo$¢ analizy iloSciowej
w sposOb szybki i prosty; podczas takiej analizy uzyskujemy szybko informacje o
zawartoS$ci zwigzkéw w préobcee. Dzieki tej technice jest réwniez mozliwe uzyskanie
wszechstronnej informacji o budowie strukturalnej analizowanych zwigzkéw nawet z
uwzglednieniem stereoizomerii. Wada jednowymiarowych technik NMR jest naktadanie



sie sygnatéw widma co znacznie utrudnia interpretacje wynikéw. Lepsza rozdzielczo$¢
uzyska¢ mozna w analizach metabolomicznych stosujac techniki dwuwymiarowego NMR
(2D NMR), takie jak - 2D homo-jagdrowe 1H,'H-COSY- COrrelation SpectroscopY-
dostownie: spektroskopia korelacyjna dwuwymiarowa - technika pozwalajaca na
korelowanie sygnatéw pochodzacych od jader tego samego pierwiastka, oddalonych o nie
wiecej niz trzy wigzania, a $ci$lej takich, ktére sg ze sobg sprzezone poprzez sprzezenie J;
- 2D hetero-jagdrowe 1H,13C-HSQC- Heteronuclear Single Quantum Correlation- technika
pozwalajaca na korelowanie sygnatéw protonow z sygnatami jader innego pierwiastka;
- 2D-HMBC- Heteronuclear Multiple Bond Coherence- heterojagdrowa korelacja (1H-X)
dalekiego zasiegu, czy - NOESY- Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY- technika
wykorzystujgca jadrowy efekt Overhausera homo- i hetrojadrowy- powodujgcy zmiane
(wzrost lub zmniejszenie) intensywnos$ci sygnatéw, co umozliwia okre$lenie ich
wzajemnego potozenia/odlegltosci w przestrzeni. Uzyskane spektra NMR sg zawsze takie
same i nie zalezg od miejsca ich wykonania i czasu przy zatozeniu, ze stosujemy ten sam
rodzaj sity uzytego w nich magnesu, i protokét przygotowawczy, jednym stowem sa
uniwersalne dla danej analizy. Metody wygenerowane przez techniki NMR stajg sie
bardziej uzyteczne, a wyniki dzieki nim uzyskane bardziej czytelne i powtarzalne jesli
poréwnujemy je z rownoczes$nie prowadzonymi eksperymentami LC-MS. [15].

Analizy metabolomiczne z powodzeniem wykorzystuje sie w medycynie, gdzie
ocena catoSciowego sktadu roéznych plynéw fizjologicznych cztowieka bedzie
odzwierciedleniem jego stanu zdrowia. W tym zakresie metabolomika na réwni z
proteomika i genomika sg pomocne w diagnostyce i profilaktyce wielu choréb, pomagaja
réwniez szukac¢ skutecznych metod terapeutycznych w wielu jednostkach chorobowych.
[16][17]. Obecnie rozwija sie wiele metod, ktore tacza wiedze z zakresu metabolomiki i
proteomiki np. tzw. Active Based Protein Proffiling (ABPP) metoda oparta na profilowaniu
aktywnosci réznych metabolitow w stosunku do réznych enzyméw, co pozwala lepiej
zrozumie¢ role poszczegélnych metabolitbw produkowanych w roélinie. [18].
Poszerzenie wiedzy w zakresie metabolomiki roslin pozwala w lepszy sposéb zrozumiec
mechanizmy patofizjologiczne odpowiedzi rosliny na rézne czynniki te wewnetrzne i
zewnetrzne, jak np. czynniki stresogenne.[19]. Metabolomika przyczynia sie rOwniez w
tym zakresie do szukania nowych potencjalnie aktywnych metabolitow roslinnych, ktéore
mogtyby by¢ wykorzystane jako leki, oraz moze stuzy¢ jako szybka i wiarygodna metoda
kontroli jakosci analizowanego surowca. [20]. Obecnie metabolomika uzywana jest
réwniez w ocenie jakosci i iloSci sktadnikéw w wielu produktach spozywczych. [21].
Stanowi waznag cze$¢ rozwoju metod kontroli jakos$ci w botanice w definicji markeréw lub
wzorcow ktore mogtyby by¢ wykorzystane w identyfikacji gatunkow roslinnych [22,23],
czy identyfikacji zwigzkéw biorgcych udzial w odpornoSci roslin na pestycydy lub rézne
czynniki biotyczne lub abiotyczne generujgce rozmaite choroby u roslin [24]. Jednym z
istotniejszych aspektow prowadzonych w wielu oS$rodkach naukowych badan
metabolomicznych jest wygenerowanie wspoélnej bazy danych z jak najwieksza liczba
metabolomitow (metadata), jako pomocnych wskaznikow dla przysztych badan,
majacych na celu lepsze zrozumienie proceséw zachodzacych w zywej komorce. Trudno
jednoznacznie zdefiniowa¢ czym tak naprawde jest metabolomika w ujeciu badan
botanicznych, poniewaz rownoczesnie moze by¢ swoistym obrazem charakterystycznym
dla gatunku, jednoczes$nie obrazem ,snapshot” odzwierciedlajagcym warunki uprawy,
zmienno$ci dziennej czy sezonowej zwigzkow w niej zawartej. Moze by¢
odzwierciedleniem stopnia rozwoju danego gatunku, czy odzwierciedleniem wptywu
czynnikow stresogennych. Innymi stowy réznorodnosc¢ jest prawie nieskonczona, aby tg
réznorodnos$¢ jednak jakos$ sklasyfikowac i uporzadkowa¢ metabolomika rozpatrywana



jest w trzech aspektach. Pierwszy dotyczy metabolomiki jako charakterystyki fenotypu
[25] drugi ujmuje stopien rozwoju rosliny w kontekscie metabolomicznym [26] i ostatnia
grupa obejmujgca zmiany metabolonéw pod wptywem czynnikdw zewnetrznych oraz
wewnetrznych. Obecnie nie ma jeszcze technicznej mozliwosci jednoczesnej analizy
sktadu zwigzkéw z rdéznych czesci ro$liny. Inny sktad w danym momencie bedzie
charakteryzowat liscie, a inny korzenie, kwiaty czy owoce. Nawet w obrebie samych lisci
rozpatrujemy sume metabolitow uzyskanych z réznych typéw komoérek a zatem z
epidermy, wtoskdw okrywajacych, parenchymy czy naczyn. Réwniez na poziomie
komorki obecno$¢ réznych zwigzkéw zwigzana jest z konkretnymi kompartmentami; w
tym przypadku mozemy moéwi¢ o mikro-metabolomice, a nawet nano-metabolomice.
Potwierdzeniem dla tego typu badan jest publikacja Holscher i wsp. [27] w ktorej badano
komorki wydzielnicze lisci rosliny Dilatris pillansii po zastosowaniu mikrodysekc;ji
laserowej (LMD), technice ktéra umozliwia selekcje i izolacje wybranych komorek z
materialu zamrozZonego rosliny. W analizie tH-NMR stwierdzono w tych komoérkach
nagromadzenie zwigzkéw o charakterze fitoaleksyn. Podobne badania przeprowadzono
na komorkach wydzielniczych wtoskdw Cannabis sativa [28]. Ideatem, do ktdrego dazy
nauka w przysztosci jest rozwoj tej dziedziny w kierunku tzw. fluksomiki czyli badan
zmienno$ci i dynamiki przemian w profilu zwigzkéw w roSlinie w sposéb ciagty,
przyzyciowy. [29]. W analizie chemometrycznej, same sygnaty z NMR lub MS nic nie
znacza i aby pozyskac¢ z nich warto$ciowe informacje biologiczne o badanym materiale
nalezy odpowiednio je przeanalizowa¢. Waskim gardtem analizy metabolomicznej
spektrometrii mas jest szybkie wykrywanie nieznanych sygnatéw (m/z) w analizowanej
matrycy biologicznej. Aby usprawni¢ i przyspieszy¢ ten proces od pewnego czasu wiele
osrodkéw zajmujacych sie metaboloika tgczy swoje wysitki dzielgc sie swoimi wynikami
pod wspélnym szyldem okreslanym jako platforma GNPS (Global Natural Product Social
Molecular Networking) gdzie wykorzystuje sie dane z tandemowej spektrometrii
masowej (MS/MS) do opisywania metabolitow. Tworzone sieci molekularne (MetNet)
pomagaja w wizualizacji przestrzeni chemicznej danych sygnatéw m/z w ramach
prowadzonego eksperymentu metabolomicznego. Ostatnio sieci molekularne potgczono
z metodami wykrywania sygnalow m/z, aby stworzy¢ sieci molekularne oparte na tych
sygnatach Feature-Based Molecular Networking (FBMN). FBMN umozliwia rozréznianie
izomeréw w sieci molekularnej, wykrywanie sygnatéw m/z do wizualizacji sieci
molekularnej oraz ich mozliwe zastosowanie w réznych modelach in silico. [30]

Cel naukowy

Przedstawione publikacje, wchodzace w sktad mojego osiggniecia naukowego i
stanowigce podstawe o ubieganie sie o stopien naukowy doktora habilitowanego,
podsumowujag moje dokonania w rozwoju technik spektralno-chromatograficznych w
analizie fitochemicznej substancji roslinnych. W niektérych pracach technika ta byta
wiodacym narzedziem badawczym, w innych byta jedng z kilku réwnowaznych,
uzupetniajgcych sie technik, umozliwiajac pogtebiong analize.



Gléwnymi zadaniami badawczymi przedstawionego do oceny osiggniecia
naukowego byly

e wyodrebnienie oraz szybkie selektywne oznaczanie gléwnych diterpenéw o
budowie nor-abietanu z korzeni gatunku Perovskia atriplicifolia Benth. przy
zastosowaniu techniki tandemowej LC-ESI-MS/MS [P-1]

e wyodrebnienie oraz identyfikacja spektralna (LC-ESI-MS/MS, NMR) czterech
nowych zwigzkéw z grupy norditerpenoidow z korzeni gatunku Perovskia
atriplicifolia Benth.; ocena aktywnoS$ci wyizolowanych zwigzkéw wobec enzyméw
cholinoesterazy w badaniach in vitro oraz modelu in silico; ocena toksycznosci
badanych zwigzkoéw z zastosowaniem wirtualnej platformy Pro Tox II [P-2]

¢ wyodrebnienie oraz identyfikacja spektralna (LC-ESI-MS/MS, NMR) zwigzkéw z
grupy izoflawonow oraz stilbendéw z korzeni gatunku Belamcanda chinensis; ocena
aktywnosci wyizolowanych zwigzkéw wobec enzyméw cholinoesterazy w
badaniach in vitro oraz modelu in silico. [P-3]

e analiza chromatograficzna (LC-ESI-MS/MS), kompleksowa analiza jakoSciowa i
iloSciowa skltadu wyciggéow przygotowanych z réznych czesci gatunku Coleus
amboinicus Lour. uprawianych w réznych strefach Kklimatycznych; ocena
potencjatu antyoksydacyjnego tych wyciggdéw; ocena zawartosci sktadnikow
pokarmowych i ich strawnoSci. [P-4]

e analiza chromatograficzna (LC-ESI-MS/MS), kompleksowa analiza jakoSciowa i
iloSciowa sktadu réznych  wyciaggéw  przygotowanych z  surowca
farmaceutycznego Solidaginis herba oraz ocena aktywnos$ci antyoksydacyjnej i
potencjalnej mutagennoSci tego surowca. [P-5].

Uzyskane wyniki

1. Wyodrebnienie oraz szybkie selektywne oznaczanie gtownych diterpendow o
budowie nor-abietanoidu z korzeni gatunku Perovskia atriplicifolia Benth. przy
zastosowaniu techniki tandemowej LC-ESI-MS/MS

Perovskia to niewielki rodzaj roslin krzewiastych, blisko spokrewniony z rodzajem
Salvia, na ktore sktada sie kilka gatunkéw naturalnie wystepujacych na obszarze catej
Azji Srodkowej (gléwnie Afganistanu, Iranu, Turkmenistanu i Uzbekistanu). W
aktualnie zmodyfikowanym ujeciu taksonomicznym rodzaju Salvia, jako
obejmujgcego wszystkie rodzaje siostrzane [31], wiaczone do Salvia sp. w randze
podrodzajéw (subgenera), omawiana roslina znalazta sie tam pod nazwa Salvia yangii
BT Drew. Jednakze, dla utrzymania jednolitosci nomenklaturowej z juz
opublikowanymi pod ta nazwg pracami, w niniejszym autoreferacie bedzie dalej
uzywany rodzaj Perovskia.

Perowskia tobodolistna jest rosling lecznicza stosowang w Pakistanie i
Afganistanie [32]. W iranskiej medycynie ludowej jeden z gatunkéw pokrewnych
P. abrotanoides Kar. (Salvia abrotanoides (Kar) Sytsma, lokalnie znany pod potoczna
nazwg ,brazambol”, jest stosowany przeciwko leiszmaniozie skornej, rowniez jako lek
przeciwzapalny i $rodek przeciwbélowy gtéwnie przy bdélach reumatycznych oraz
jako lek przeciwmalaryczny [33][34]. W przypadku P.abrotanoides, pod katem
fitochemicznym analizowano gtéwnie cze$¢ nadziemng w ktorej dominmowaty
zwigzki fenolowe, lignany, triterpeny, sterydy i olejek eteryczny z mono- i
seskwiterpenami [35][36]. Z kolei gtownymi aktywnymi zwigzkami korzeni Perovskia
sg diterpenoidy o strukturze nor-abietanu zwane tanszinonami, ktére sg réwniez



gtownymi sktadnikami znanego chinskiego surowca ,Danshen” (Salviae miltiorrhizae
rhizoma et radix, leku farmakopealnego w Europie od 2012 r). Dziatania
farmakologiczne tanszinon6w obejmujg wptyw na czynno$¢ serca, hamowanie
reduktazy aldozowej, wigzanie z receptorami benzodiazepinowymi czy indukcja
apoptozy [36][37][38].

W podrodzaju Perovskia tanszinony stwierdzono u P. abrotanoides [39], wsrdd
ktérych byly réwniez nietypowe tetracykliczne utlenione diterpeny; abrotanon i
abrotandiol[35]. P. scrophulariifolia Bunge to kolejny gatunek z podrodzaju Perovskia
o wilasciwosciach leczniczych, gtéwnie stosowany w Uzbekistanie a jego czeSci
naziemne sg bogate w diterpenoidy typu abietanu [40]. P. atriplicifolia uprawiana jest
na caltym Swiecie jako roslina ozdobna pod nazwa Russian Sage. WczeSniejsze,
skromne doniesienia naukowe o sktadzie fitochemicznum P. atriplicifolia dotyczyty
gléwnie czeSci naziemnej.[36][35][41], w ktorej sktadzie oprocz licznych wyzej
wymienionych zwigzkéw wyizolowano nowy C23 diterpenoid , perowskiton A [42].
W czasie pracy nad tym gatunkiem nie znalaztem opublikowanej metody LC-MS do
analizy diterpenoidéw i zwigzkow polifenolowych z korzeni P.atriplicifolia. Z tego tez
wzgledu, moim celem byto opracowanie i zoptymalizowanie metody pozwalajgcej na
szybka ocene jakos$ciowq i ilosciowa gtéwnych metabolitéw wtérnych przy uzyciu
wysokosprawnej chrmotagrafi cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas z
zastosowaniem monitorowania wybranych reakcji fragmentacyjnych [MRM-multiple
reaction monitoring].

W pierwszej cze$ci moich badan wyodrebnitem, i zidentyfikowatem gtéwne
sktadniki diterpenoidowe z wysuszonego materialu poddanego ekstrakcji n-
heksanem. Wstepny rozdzial wyciggu heksanowego dokonatem na kolumnie
wypetnionej zZelem Krzemionkowym, a otrzymane w ten spasob frakcje
podczyszczatem na podobnej kolumnie z zastosowaniem bardziej polarnych
rozopuszczalnikéw. Doczyszczanie przeprowadzitem na kolumnie ze zt6zem RP-18.
W ten sposob otrzymatem siedem gtéwnych zwigzkéw o strukturze nor-abietanu;
kryptotanszinon, 1-hydroksykryptotanszinon, miltiron, 1-oksomiltiron, tanszinon Ila,
1,2 didehydrotanszinon Ila, 1,2 didehydromiltiron oraz arukadiol a takze kwas
rozmarynowy jako gtowny zwigzek fenolowy. (Rys.1) Tozsamos$¢ tych zwigzkow
potwierizitem metodg spektralng NMR. Wiekszo$¢ wyizolowanych i analizowanych
zwigzkow byta nowa dla tego gatunku.

9 he

CHy 0 hc HO

H3C —’/CHg H;C '—;CH3 o OH
7 8 9
Rys.1 Struktura chemiczna wyizolowanych zwigzkéw: arukadiol (1), miltiron (2), tanszinon Ila (3), 1-
oxomiltiron (4), Kkryptotanszinon (5), 1,2 didehydromiltiron (6), 1,2 didehydrotanszinon (7), 150H-
cryptotanszinon (8), kwas rozmarynowy (9)



Wyizolowane zwigzki wykorzystatem jako wzorce do szybkiego i selektywnego
oznaczenie gtéwnych diterpenéw obecnych w surowym heksanowym wyciggu z

Nazwa Ion prekursorowy Ion potomny Energia kolizji Kolejny fragment dla Typ ionizacji
(m/z) (m/z) (eV) prekusora
1 Arukadiol 299 281 -28 239 +
2 Miltiron 283 265 -20 240 +
3 Tanszinon Ila 295 277 -20 266 +
4 Oksomiltiron 297 269 -27 254 +
5 Kryptotanszinon 297 279 -25 251 +
6 1,2 didehydromiltiron 281 253 -23 221 +
7 1,2 didehydrotanszinon 293 275 -20 247 +
8 OH-kryptotanszinon 313 285 -33 267 +
9 Kwas rozmarynowy 359 161 18 197 -

korzeni P. atriplicifolia metoda LC-MS/MS z uzyciem detektora mas z potréjnym
kwadrupolem (qQq). Identyfikacje diterpendw potwierdzitem wykorzystujac
zoptymalizowany algorytm monitorowania wybranych reakcji fragmentacji (MRM)
dla wyselekcjonowanej pary prekursor-jon potomny. W metodzie tej uzylem
najbardziej reprezentatywnych przej$¢ z jonéw prekursorowych (Prec), do jonow
potomnych przy odpowiednio dobranej energii potrzebnej do takich przejs¢. Dane te
umiescitem w tabeli 1 (Tab. 1)

Tab.1 Zoptymalizowane parametry MS/MS dla poszczegdlnych zwigzkow.

Nastepnie, zoptymalizowatem przebieg rozdzialu na kolumnie analitycznej (UHPLC) . W
tym celu uzytem kolumny Kinetex C18 100A o parametrach (2.1 mmx100 mm, 2.6 p) z
prekolumng firmy Phenomenex. Rozdziat prowadzitem w mieszaninie zakwaszonej wody
i acetonitrylu. Udato mio sie tak dobra¢ warunki by przy dobrym rozdziale skréci¢ czas
analizy do 19 minut. Analizowana grupa zwigzkow lepiej jonizowata przy polarnosci
dodatniej, dlatego ten tryb byt podstawowy w monitorowaniu jonéw i ich rozpadéw na
kazdym etapie analizy. Kwas rozmarynowy natomiast w trybie ujemnym jonizowat lepiej,
dlatego w tym trybie byt analizowany.

5,01

2,51

8 44 3 1
r\&—n—a./\r—\- J

0,0 25 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 min

Rys. 2 UV Chromatogram ekstraktu heksanowego z korzeni P.atriplicifolia, z numerami identyfikacji
poszczeg6lnych zwigzkow .
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Rys. 3 Chromatogramy MRM (multiple reaction monitoring) dla zwigzkéw z Kkorzenia P.atriplicifolia.
A-F)-tryb  ionizacji  pozytywny;  G)-tryb  ionizacji negatywny (m/z): (m/z  przjscia)
A) OH-kryptotanszinon(313-285-267), B) 1,2didehydrotanszinon Ila (293-295-247), ()1,2
didehydromiltiron, (281-253-221), D) kryptotanszinon (297-279-251), E) tanszinon Ila (295-277-266), F)
miltiron (283-265-240) i G) kwas rozmarynowy (359-161-197)

Zoptymalizowana metoda MRM w potaczeniu z dobranymi warunkami rozdziatu na
kolumnie analitycznej HPLC postuzyly mi do oznaczenia iloSciowego gléwnych
diterpenéw w ekstrakcie oraz gléwnego zwigzku z grupy polifenoli, czyli kwasu
rozmarynowego. Kryptotanszinon ktéry byt gtownym z analizowanych diterpendw jest
réwnocze$nie substancja o duzym potencjale leczniczym. Wykazuje  aktywnos$¢
przeciwnowotworowg dziatanie przeciwzapalne, neuroprotekcyjne, kardioprotekcyjne,
antymetaboliczne i inne [32] a te rézne efekty farmakologiczne odbywajg sie poprzez
rézne mechanizmy i szlaki sygnatowe. Jednym z tych mechanizméw jest aktywacja
czynnika transkrypcyjnego Nrf2, ktory kontroluje ekspresje genow kodujgcych enzymy i
biatka cytoprotekcyjne. [43]

Wykazatem, ze ta, stosunkowo tatwa w uprawie roslina, moze by¢ obiecujgcym
Zzrodtem kilku farmakologicznie cennych diterpenoidéw abietanoidowych, w tym
kryptotaszinonu jako wystepujacego najobficiej. Doktadne dane dotyczace iloSciowego
oznaczenia zawiera tabela nr 3 publikacji P-1, doktadne dane spektrometryczne z analiz
NMR zawarte s3 w materiale dodatkowym , ktore sa uzupetnieniem dla publikacji P-1.

2. Wyodrebnienie oraz identyfikacja spektralna (LC-ESI-MS/MS, NMR) czterech
nowych zwiqzkéw z grupy norditerpenoidow z korzeni gatunku Perovskia
atriplicifolia Benth.; ocena aktywnosci wyizolowanych zwiqzkéw wobec enzymow
cholinoesterazy w badaniach in vitro oraz modelu in silico; ocena toksycznosci
badanych zwiqzkow z zastosowaniem wirtualnej platformy Pro Tox
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Jak wskazaty moje poprzednie badania, gatunek P. atriplicifolia jest bogaty w
zwigzki o strukturze diterpenéw zwanych tanszinonami. W toku dalszych prac nad ta
rosling udato mi sie wyodrebnic i potwierdzi¢ budowe trzech zupetnie nowych zwigzkéw
z grupy diterpenow abietanoidowych oraz jednego nowego dla tego gatunku. Materiatem
wyjsciowym tak jak poprzednio byty wysuszone i rozdrobnione korzenie, poddane
ekstrakcji n-heksanem. W trakcie izolacji zwigzkéw zastosowatem rézne techniki
chromatograficzne, w tym chromatografie otwartego ztoza, chromatografie
poOtpreparatywng oraz wysokosprawng chromatografie cieczowa. Wstepny rozdziat
wyciaggu heksanowego wykonatem na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym, a
otrzymane w ten spasob frakcje podczyszczatem na podobnej kolumnie z zastosowaniem
bardziej polarnych rozpuszczalnikow (dichlorometan z octanem etylu w réznych
proporcjach). Doczyszczanie zwigzkow przeprowadzitem na kolumnie potpreparatywnej
ze ztozem RP-18. Strukture wyodrebnionych zwigzkéw potwierdzitem metodami
spektralnymi (NMR jedno i wielowymiarowymi) oraz LC-ESI-MS/MS. W ten spos6b
otrzymatem substancje o strukturze nor-abietanu; (1R,15R)-1-acetoksykryptotanszinon
(1), (1R)-1l-acetoksytanszinon IIA (2), (15R)-1-oksoaegyptinon A (3), oraz
izograndifoliol (4).

Nz TN HMBC,Hto C
Rys. 5 Widoczne korelacje HMBC dla trzech nowych zwiazkéw wyizolowanych z korzeni P.atriplicifolia

Zwiazek (4) o nazwie izograndifoliol zostat wcze$niej uzyskany jako jeden z 14 nowych
norditerpenoidéw z pokrewnego gatunku Salvia [44][45] i mimo, Ze uwzgledniony jest
w literaturze fitochemicznej jako terpenoid abietanu, ma przeorganizowang strukture, w
ten sposob, Ze pierScien 6-weglowy i pierscien furanowy typowe dla tanszinonéw
zastgpiony jest pierScieniem 7-weglowym.

Substancje nazwanag jako (1R,15R)-1-acetoksykryptotanszinon (1) wyodrebnitem
w postaci czerwonego bezpostaciowego proszku. Przy pomocy spektrometru masowego
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o wysokiej rozdzielczosci (HRQTOF-MS) w trybie jonéw dodatnich ustalitem mase (m/z
355.1538 [M+H]+, w potaczeniu z danymi 13C NMR wzér czasteczkowy ustalitem jako
C21H220s (wyliczona masa dla C21H230s: 355.1540) W widmie UV maksima absorpcji byty
przy 225, 270 i 441 nm. 1H i 13C widma NMR wykazaty 21 silnych sygnatéw, ktoére
zidentyfikowatem jako; cztery pochodzace od grup metylowych rezonujace przy §H 1,99,
1,39, 1,28 (kazdy 3H, s) i dublet przy 6 1,32 (J = 6,8 Hz, 3H), dwa wegle CHZ przy 6H 1,93
(1H,td,] = 13,3, 2,6 Hz)/1,59 (1H, ddd, ] = 13,3, 5,5, 2,5 Hz), 2,13-2,19 (1H, m) /2,02 (1H,
tdd, J] = 14,0, 3,5, 2,5 Hz; 6C 33,1, 25,5) i utleniony metylen przy éH 4,96 (1H, t, ] = 9,4
Hz)/4,42 (1H,dd, ] =9,3, 6,2 Hz; 6C 83,2), cztery wegle CH [dwa aromatyczne przy 6H 7,84
(1H,d, ] = 7,7 Hz), 7,67 (1H, d, ] = 7,8 Hz; 6C 134,9, 126,4), przy 6H/6C 3,48-3,58 (1H,
m)/35,7 i utleniona grupa metinowa 6H/8C 6,40 (1H, t,] = 3,4 Hz)/68,7] oraz trzy wegle
karbonylowe ( dwa 6C 184,5, 176,3 — tworzace ugrupowanie o-chinonowe — i jeden
171,8), jeden wegiel enolowy (6C 172,7) oraz sze$¢ czwartorzedowych atomow wegla
podzielonych na tetrapodstawiony pierscien benzenowy (6C 154,2, 138,1, 130,1, 128,3),
jeden olefinowy (6C 119,6) i jeden alifatyczny (8C 35,9). Por6wnanatem otrzymane dane
NMR dla tego zwigzku ze znanym 1(-hydroksykryptotanszinonem. Wyniki byty bardzo
zblizone, z wyjatkiem obecno$ci grupy acetylowej w nowym zwigzku. Obecnos¢ grupy
acetylowej zostata potwierdzona przez NMR dwuwymiarowe stosujec korelacje HMBC
(Rys.5). Mozna zaktada¢, ze (1R,15R)-1-acetoksykryptotanszinon jest biosyntetyczng
pochodng 1 hydroksykryptotanszinonu, poniewaz ma takg sama konfiguracje absolutng
przy C-11i C-15, tj. 1R,15R, co potwierdzitem przez poréwnanie eksperymentalnego i
obliczonego elektronowego dichroizmu kotowego (ECD) w ktérych specyficzne rotacje
miaty te same znaki ([a]D = +133,0, w CHCI3) i 1B hydroksykryptotanszynon ([a]D =
+235, w CHCI3)[45]. Tak wiec potwierdzitem strukture zwigzku (1) i ustalitem
konfiguracje absolutng ostatecznie jako (1R,15R)-1-acetoksykryptotanszinon.

Kolejny nowy zwigzek (1R)-1-acetoksytanszinon IIA (2) otrzymatem w postaci
czerwonych krysztatow w ksztatcie igiet. Korzystajac z wysokordzielczego spektrometru
masowego (HR-QTOF-MS) w trybie jonéw dodatnich ustalitem mase tego zwigzku jako
(m/z 353.1385 [M+H]+, a wyliczona dla C21H210s: wynosita 353.1384). Widmo UV
ujawnito absorpcje maksima przy 221, 250, 271 i 460 nm. Szczegétowa analiza widm 1H
i 13C NMR zwiazku (2), podobnie jak to miato miejsce przy zwiazku (1), wykazata 21
wyraznych sygnatow weglowych, ktére zostaty sklasyfikowane jako cztery pochodzace
od grup metylowych rezonujace przy éH 2,01, 1,41, 1,31 (kazdy 3H, s) i dublet przy 6H
2,23 (J = 1,2 Hz, 3H), dwa wegle CH2 przy 6H 1,93 (1H, td, ] = 13,1, 2,4 Hz) /1,58 (1H, ddd,
]=12)9,5,6,2,8 Hz), 2,13-2,19 (1H, m)/2,01 (1H, tt, ] = 14,1, 2,6 Hz; 6C 33,2, 25,6), cztery
CH wegle z czego trzy aromatyczne przy 6H 7,89 (1H, d, ] = 8,3 Hz), 7,80 (1H, d, ] = 8,3 Hz)
17,48 (1H, q,]J = 1,3 Hz; §C 135,7, 124,2, 143,6) i jeden utleniony metinowy w 6H/8C 6,41
(1H, t, ] = 3,4 Hz)/69,8 ; trzy karbonylowe (6C 183,8, 176,3 [tworzace ugrupowanie 1,2-
chinonowe] i 172,2), jeden utleniony aromatyczny wegiel (8C 162,7), siedem
czwartorzedowych atoméw wegla podzielonych w ten sposdb, Zze 4 w tetrapodstawionym
pierscieniu benzenowym (8C 151,9, 138,7, 129,6, 128,2, w trojpodstawionym pierscieniu
furanowym (8C 122,3, 121,1) i jeden wegiel alifatyczny (6C 35,8). Wiasciwosci
spektroskopowe NMR dla zwigzku (2) byty podobne do (1S)-hydroksytanzynonu IIA,
wyizolowanego i opisanego przeze mnie wcze$niej [46], Otrzymane wyniki wskazuja na
podobienstwo struktury chemicznej do (1S)-hydroksytanzynonu IIA z wyjatkiem
obecnosci w zwigzku (2) jednej grupy acetylowej zlokalizowanej przy weglu C-1. Miejsce
acylacji potwierdzitem przez technike 2D NMR (HMBC-Rys.5) korelacje grupy
metylowej (8H 2,01) i H-1 (8H 6,41) z grupa karbonylowg przy weglu (8C 172,2),
dodatkowo wida¢ byto znaczne (Ad +4,9) odstoniecie przy C-1 (86C 69,0) i znaczne (AS -
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2,6,-1,41-4,9) ekranowanie przy C-2/C-11/C-10 (6C 25,6, 183,81 138,7), odpowiednio, w
poréwnaniu ze zwigzkiem (1S)-hydroksytanszynonem IIA. Konfiguracje absolutng
zwigzku (2) ustalitem poprzez poréwnanie eksperymentalnych i obliczonych krzywych
elektronowego dichroizmu kotowego (ECD). JednakzZe, nie odnotowatem skrecalnosci
optycznej tej samej co dla zwigzku (1S)-hydroksytanszinonu IIA, byta ona u przeciwna i
wynosita ([a]D = +203,0, w CHCI3), ktora z kolei byta podobna do zwigzku pokrewnego
(1R)- hydroksymiltironu ([a]D = +989.1, w CHCI3) opisanym blizej w publikacji [47].
Ostatecznie zatem strukture zwigzku (2) ustalitem jako (1R)-1-acetoksytanszynon IIA.
Kolejny nowy zwigzek, 1-oksoaegyptinon A (3) otrzymatem w postaci czerwonych
krysztatowych igiet. Zgodnie z moimi danymi eksperymentalnymi z HR-QTOF-MS w
trybie jonow dodatnich ustalitem jego wzor czasteczkowy jako C19H1804 co odpowiadato
masie (m/z 311.1277 [M+H]*, a masa wyliczona dla C19H1904 wyniosta 311.1278). Widmo
UV wykazato maksima absorpcji przy 224 i 290 nm. Szczeg6towa analiza widm 1H i 13C
NMR zwigzku (3) wykazata 19 wyraznych sygnatéw weglowych, ktére zaklasyfikowano
jako trzy pochodzace od grup metylowych [6H 1,352, 1,350 (kazdy 3H, s) i dublet przy é
1,347 przy ] = 6,9 Hz, 3H], trzy od wegli CH2 [8H 2,10 (2H,t,] = 7,2 Hz), 2,90 (2H,t,] = 7,2
Hz); C 37,5, 37,3), z utlenionym metylenem (8H 5,01 (1H, t, ] = 9,6 Hz)/4,48 (1H, dd, ] =
9,5, 6,2 Hz); 6C 83,6)], trzy wegle CH [dwa aromatyczne przy §H 7,78 (2H, naktadajace
sie); 13C 131,7, 128,2 i jeden alifatyczny w 6H/8C 3,54 - 3,64 (1H, m) / 35,8] i dziesie¢
czwartorzedowych atoméw wegla podzielonych na trzy karbonylowe (6C 201,8, 184,9,
178,9), tetrapodstawiony pierscien benzenowy (6C 157,9, 138,7 , 134,2, 128,6), dwa
olefinowe (6C 172,0, 120,4) i jeden alifatyczny (8C 36,4). Dane spektralne dla zwigzku
(3) sugeruja, Zze moze to by¢ izomer 1-oksokryptotanszynonu , o rdzeniu podobnym do
aegyptinonu A, z nieobecng jedng grupa metylowa i dodatkowa grupa karbonylowa. [48]
Obecnos$¢ tych ostatnich potwierdzitem (Rys.5) korelacja HMBC od H-2/H-3 (6H
2,90/2,10) do C-1 (8C 201,8) oraz charakterystycznymi przesunieciami chemicznymi
wegli C-2/C-3 (6C 37,3/ 37,5) byly podobne do tych z 1-oksokryptotanszynonu
(odpowiednio 36,4/37,6). Zaobserwowatem jednak szereg réznic miedzy 1-
oksokryptotanszinonem a 1-oksoaegyptinonem A. Mianowicie - wegiel C-5,
odpowiadajacy weglowi C-10 w 1-oksokryptotanszinonie (8C 138,7), ulegt znacznemu
przesunieciu (Ad +9,3), podczas gdy C-9 byt przesuniety w gore pola (A6 -6,4). Dodatkowo
zaobserwowatem znaczace (A8 +9,1, oba) odstoniecie wegli C-11/C-12 (odpowiednio 6C
184,9/178,9) w poréwnaniu z 1-oksokryptotanszynonem. W widmie 1H NMR orto-
sprzezone protony H-6/H-7 zostaly zastapione para para-protonéw przy SH 7,78
korelujac w widmie HMBC z r6znymi weglami C-1/C-4/C-5/C-6/C-8/C-9/C-11/C-14 (6C
201,8./36,4/138,7/157,9/128,6/134,2/184,9/172,0). Z drugiej strony widmo HMBC dla
1-oksokryptotanszynonu nie wykazato korelacji z C-11. Pozycja C-7 (6C 131,7) zostata
wykazana na podstawie korelacji dalekiego zasiegu (4]) (od H-3) widocznej w widmie
HMBC dostrojonym do nJCH = 3 Hz. Na podstawie tych danych ustalitem, ze zwigzek (3)
musi mie¢ ptaska strukture. Stereochemie absolutng przy C-15 ustalitem jako R, na
podstawie skrecalnosci optycznej ([a]D = -3,8°, w CHCI3), podobnie jak w przypadku
bliskich analogéw 3-aegyptinonu A ([a]D =-102,0°, w CHCI3) i 1-oksokryptotanszynonu
([a]D =-59,3°, CHCI3) [45]. Ten nor-abietan ma strukture tricykliczng przeorganizowang
w liniowa postaé, przypominajagc w ten sposob strukture antrachinonu. Dlatego tez
niektdre jego wlasciwosci farmakologiczne moga by¢ zwigzane z ta klasg fitochemicznag
o catkowicie r6znym pochodzeniu biosyntetycznym. Jest to pierwszy zapis zwigzku z
ptaskim szkieletem tricyklicznym w P.atrliplicifolia, potwierdzajacy, ze ro$lina ta jest
cennym zrodtem unikalnych diterpenoidow, obok wyizolowanych wcze$niej
perowatonow i wielu innych podstawionych pochodnych abietanu [49][50]. Obecnie
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wydaje sie, ze tego typu unikatowe strukturalnie zwigzki ograniczajg sie do niektérych
gatunkéw z rodzaju Salvia rozszerzonego, a wiedza na temat ich wtasciwosci
farmakologicznych jest znikoma[51] .

ToZsamos$¢ substancji (4) o nazwie izograndifoliol potwierdzitem spektralnie
(NMR i HRQ-TOF-MS ) a wyniki uzyskane porownatem z tymi litearurowymi. [44]. [loSci
dla poszczegbélnych zwigzkéw, ktére uzyskatem okazaty sie wystarczajace do
odpowiednich badan farmakologicznych. Dlatego tez w niniejszej pracy poza
opracowaniem protokotu izolacji i ustaleniem struktury wyzej opisanych zwigzkéw
sprawdzitem ich hamujaca aktywnos¢ w modelu in vitro dla enzymoéw
acetylocholinoesterazy (AChE) i butyrylcholinoesterazy (BChE). Dodatkowo badania te
poszerzytem o dokowanie molekularne w celu zrozumienia mechanizméw interakcji
miedzy wyizolowanymi zwigzkami a enzymami AChE i BChE.

Inhibitory acetylocholinesterazy (AChE), takie jak donepezil, galantamina,
rywastygmina i takryna, sa najczeSciej przepisywanymi lekami stosowanymi w celu
spowolnienia postepu zaburzen funkcji poznawczych w chorobach
neurodegeneracyjnych .[52] Z kolei butyrylcholinesteraza (BChE) to kolejny enzym z
rodziny cholinesteraz ujawniajacy sie w poézZnych stadiach choroby Alzheimera i
kumulujacy sie w blaszkach amyloidowych (Af) [53]. Jest rowniez uwazany za wazny cel
dziatan, ktére przybliza nas do odkrycia nowych lekéw przeciw demencji. Istnieja
doniesienia o podobienstwie dziatania inhibitoré6w BChE ze znanymi lekami przeciw
AChE stasowanymi w celu spowalniania rozwoju objawow otepieniowych. [54]. Niektore
klinicznie stosowane leki, takie jak rywastygmina, hamujg obie formy enzymu, ktore sa
produktami réznych genéw, ale majg podobne formy molekularne i miejsca aktywne.
Obecnie nie ma ustalonego podejScia do zapobiegania lub leczenia choroby Alzheimera,
dlatego stosowanie inhibitor6w ChE w leczeniu objawéw pogorszenia funkcji
poznawczych, takich jak zaburzenia pamieci i percepcji jest waznym podejSciem
terapeutycznym.[55] Ro$liny lecznicze i naturalne zwigzki pozostajg bogatym zasobem
takich inhibitoréw wsréd ktérych na szczegdlng uwage zastuguja diterpenoidy. Poprawa
funkcji poznawczych poprzez hamowanie cholinesterazy moze mie¢ réwniez szersze
zastosowanie jako forma terapii uzupeiniajacej, na przyktad podczas stresu o rdznej
etiologii lub jako $rodek pomocny w leczeniu uzaleznien np. od nikotyny[56].
Udowodnitem, Ze wszystkie cztery wyizolowane substancje hamowaty obie formy
cholinesterazy (Tabela 2).

Tab. 2 Hamowanie cholinesterazy (AChE i BChE) przez cztery wyizolowane zwiazki i ich zawarto$¢ (mg g-1
s.m.) w korzeniach Perovskia atriplicifolia.

Substancja % zachamowania * S.D. BChE inhibition ICso K [los¢ w
10.0 pg mL? app* korzeniu
AChE BChE pug mL-1 uM uM mg (100 g)-
1
Acetoksykryptotanszinon 22.8+2.4 95.9+0.0 0.84+0.09 2.37 1.34 285+25
Acetoksytanszinon Ila 28.0+£0.9 85.3¥4.3 2.77+0.48 7.86 459 8104
1-oksoegyptinon A 49.6x1.8 87.3+1.0 15.75+#1.1 50.80 30.0 21.3+0.7
[zograndifoliol 50.0+1.8 98.6+0.0 8.2710.02 0.89 047 302.0+9.1
Galanthamine hydrobromide 97.2+2.9 86.8+2.9 28.16x1.5 76.4 semmmmmmmmeee-
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Istniaty jednak réznice zar6wno miedzy aktywnoscig, jak i specyficzno$cia wobec form
enzymu. Zwigzek (1) hamowat aktywnos¢ BChE w 95,89%, zwiazek (2) w 85,34%,
zwiagzek (3) w 87,34%, a izograndifoliol (4) w 98,6%, podczas gdy hamowanie AChE nie
przekraczato 50% we wszystkich przypadkach. Izograndifoliol (4) byt najsilniejszym i
selektywnym inhibitorem BChE, z ICso poniZej jednego mikromola, podczas gdy IC50 dla
AChE byto powyzej 340 uM (103,73 * 4,49 pg-mL-1). Dlatego uwazam, ze izograndifoliol
nalezy do jednych z najsilniejszych nieazotowych inhibitoréw BChE, pozyskanych ze
zrédet roslinnych w poréwnaniu z wiekszo$cig zwigzkéw naturalnych, dla ktérych
warto$ci podawane w literaturze rzadko kiedy spadajg ponizej 10 uM. [57] Dla
poréwnania kilka zwigzkow norabietanoidowych, ktoére wyizolowatem z tego samego
gatunku we wczes$niejszych badaniach wykazywaty okoto trzy do czterech razy stabsze
dziatanie [58]. Z drugiej strony, substancje (1) i (2) byty rownie silne jak poprzednio
wyizolowane hydroksylowane pochodne (13-OH-kryptotanszino z P. atriplicifolia i (1S)-
OH-tanszinon IIA z Salvia glutinosa), ktére mozna uznal za nieacetylowane formy
zwigzkéw (1) i (2). Sugeruje to niewielka role ugrupowania acetylowego w tego rodzaju
aktywno$ci. Dokowanie molekularne rowniez potwierdza to zatozenie, gdzie
zaobserwowano brak silnych interakcji grupy acetylowej z miejscem aktywnym enzymu
dla nowych zwigzkdéw (1) i (2). Rysunek 6.

His438A His438A

Leu286A

Tyr332A Asp70A

Rys. 6 Dwuwymiarowy obraz gtéwnych interakcji ustalonych miedzy substancjg (1) i (2) a BChE. Zielona
linia ciggta reprezentuje oddziatywania hydrofobowe, a czarne linie przerywane odpowiadajg wigzaniom
wodorowym.

Analogicznie miejsca i rodzaj oddzialywan ustalono dla substancji (3) i ( 4) Rysunek
ponize;j.
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Rys. 7 Dwuwymiarowy obraz gtéwnych interakcji ustalonych miedzy substancja (3) i (4) a BChE. Zielona
linia ciggta reprezentuje oddziatywania hydrofobowe, a czarne linie przerywane odpowiadajg wigzaniom
wodorowym.

Nowy liniowy, antrachinonopodobny abietanoid (3) byt mniej aktywny, ale takze mniej
selektywny wobec BChE, hamujac aktywno$¢ AChE w 50% (IC50 = 102,30 + 3,18
pg-mL-1; 329,8 uM), podobnie jak izograndifoliol. W celu zrozumienia mozliwych
mechanizméw dziatania aktywno$ci hamujacej wobec enzyméw ChE na poziomie
molekularnym przeprowadzono in silico eksperymenty z dokowaniem. (Rys 8 i 9)
Wszystkie nowo wyizolowane zwigzki oddziatuja z oboma docelowymi biatkami z
zaznaczeniem wyzszego powinowactwa wobec BChE w poréwnaniu do AChE. In vitro,
sposrod badanych zwigzkow najwyzsza aktywno$¢ wykazywat izograndifoliol (IC50 0,89
uM); to byt takze najbardziej specyficzny inhibitor BChE, pomimo widocznego ogdlnego
podobienstwa struktury do galantaminy. Trzy najbardziej znane substancje hamujace
AChE stosowane w terapii choroby Alzheimera to rywastygmina, donepezil i galantamina.
Takryna rowniez zaliczana do tej grupy lekdw, niestety musiata by¢ wycofana z rynku
farmaceutycznego ze wzgledu na swoja hepatotoksycznos¢.
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SE&I 98

Rys. 8 Interakcje wyizolowanych zwigzkéw (fioletowy szkielet), ktére oddziatujg zaréwno z AChE, jak i
BChE, w przezroczysty szary sposéb rysunkowy. Lewa kolumna (A, C) odpowiada AChE, a prawa kolumna
(B, D) BChE. Pierwszy i drugi rzad odpowiadaja odpowiednio 1-oksoaegyptinonowi A (A, B) i
izograndifoliolowi (C, D). Pozostatosci sg zabarwione zgodnie z ich obszarem wigzania na zo6tto (triada
katalityczna) i na zielono (obwodowe miejsce anionowe). Wigzania wodorowe ustanowione miedzy
zwigzkami i przedstawionymi resztami sg pokazane za pomocg ciemnozéttych linii przerywanych.

A B

'f XERI 98

/ D ™ |
SER198 \ HIS438

HIS438

Rys. 9 Interakcje wyizolowanych zwigzkéw (fioletowy szkielet), ktore oddziatuja tylko z BChE, w
przezroczysty szary sposob rysunkowy. Pokazane zwigzki to acetyloksykryptotanszinon (A) i
acetyloksytanszinon Ila (B). Pozostato$ci sg zabarwione zgodnie z ich obszarem wigzania na zétto (triada
katalityczna) i na zielono (obwodowe miejsce anionowe). Wigzania wodorowe ustanowione miedzy
zwigzkami i przedstawionymi resztami sg pokazane za pomoca ciemnozoéttych linii przerywanych.

Co ciekawe, zwigzek (3) pod wzgledem struktury chemicznej wykazuje
podobienstwo do takryny (aminotetrahydroakrydyny), jednak jego aktywno$¢ na
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poziomie ICso 50,80 pM wobec BChE i 342 pM wobec AChE, czyni go najmniej
specyficznym sposrdod reszty wyizolowanych przeze mnie substancji. Gtéwng réznicq jest
obecno$¢ piersScienia furanowego w (15R)-1-oksoaegyptinonie A (3) zamiast reszty
aminowej w strukturze takryny. Aegyptinon A - znany zwigzek i jednoczesnie analog
(15R)-1-oksoaegyptinonu A (3), wyizolowany z ktaczy Salvia tebesana Bunge, wykazywat
umiarkowang cytotoksycznos$¢ wobec kilku linii komoérek rakowych [29]. Zwigzek (1), z
wartoscig ICso wobec BChE 2,37 uM, réwniez wykazuje potencjat jako bloker tego biatka.
Nieco mniej aktywny byt zwigzek (2) o wartoSci 1Cso 7,86 uM. Co ciekawe, BChE ma
réwniez odgrywac role w agregacji biatka A (amyloidu ) we wczesnych stadiach
tworzenia blaszek starczych przy chorobie Alzheimera [32]. Te dwa zwigzki (1-2)
wykazujg niskg aktywno$¢ anty-AChE w badanych stezeniach. Selektywno$¢ badanych
ligandéw dla BChE wzgledem AChE jest prawdopodobnie spowodowana mozliwo$cia
dopasowania i wykorzystania dodatkowej przestrzeni w miejscu aktywnym. Obecno$¢
reszt aktywnych lezacych na dnie gtebokiego na 20 A hydrofobowego zagtebienia BChE
zostata ujawniona patrzac na jego tréjwymiarowaq strukture [32]. Analiza strukturalna
wynikéw dokowania dla czterech badanych zwigzkéw, dla ktérych obliczono ICso,
przedstawiono na rysunkach 7 i 6, ktére pokazuja reprezentacyjne miejsca aktywnego
enzymu z zadokowanymi zwigzkami majacymi podkre$lone wigzania wodorowe.
Inhibitory podwojnego miejsca wigzania czyli zwigzki, ktére mogg wchodzi¢ jednocze$nie
w interakcje z miejscem katalitycznym (CAS) i obwodowym miejscem anionowym (PAS)
enzymu - sg potencjalnymi inhibitorami zar6wno aktywnosci ChE, jak i agregacji A
[33,34]. W badanej szczegélowo pozycji dokowania, mogliSmy zaobserwowacé
kierunkowo$¢ sieci ustalonego wigzania wodorowego. Reszty triady katalitycznej (CAS-
kolor zo6tty) i obwodowe miejsce anionowe (PAS- kolor zielony) biorg udziat w procesie
tworzenie gtéwnych wigzan wodorowych z badanymi zwigzkami. Dlatego badane zwigzki
blokuja dostep do kluczowych reszt bioracych udziat w normalnym funkcjonowaniu
enzymu, takich jak czes$ci triada katalityczna i PAS. Ponadto interakcje izograndifoliolu
(4) z BChE wynikajg ze znaczacego udziatu reszt hydrofobowych, podczas gdy ligand jest
dodatkowo wewnetrznie stabilizowany kierunkowymi wigzaniami wodorowymi z
Ser198 i His438. Ten rodzaj interakcji moze wyjasnia¢ wyraznie silniejsze hamowanie
BChE przez izograndifoliol (4) i stosunkowo stabsze wigzanie (15R)-1-oksoaegyptinonu
A (3). Podobne znaczenie reszt hydrofobowych w stabilizacji ligandu w miejscu
aktywnym BChE zaobserwowano rowniez u hiperforyny i kilku prenylowanych
flawonoidéw chmielu. [33,34].

Potencjalng toksyczno$¢ nowych zwigzkow okreslitem, korzystajgc z prognozy
specjalnej platformy internetowej ProTox-Il. Dzieki tej platformie ustalitem, Ze Zaden ze
zwigzkow nie powinien wykazywac cytotoksycznos$ci. Zwigzki (1) i (3) naleza do klasy 3
toksycznoSci ostrej (dziata toksycznie po potknieciu dla wartosci LD50 mniejsze niz 300
mg/kg), azwiazki (2) i (4) naleza do 4 klasy toksycznosci ostrej (szkodliwe po potknieciu
dla warto$ciami LD50 mniejszymi niz 2000 mg/kg). Dodatkowo zwigzki 1, 2 i 3 zostaty
zaklasyfikowane do silnie immunotoksycznych. Zwigzek 4 wykazat S$rednie
podobienstwo 73,25% i 72,37% do znanych ligandéw toksycznos$ci wobec receptoréw
glukokortykoidowych i progesteronu. Dzieki tej platformie przewiduje sie, ze zwigzek 2
jest inhibitorem CYP2C9, a zwigzek 4 ma by¢ inhibitorem CYP3A4 i CYP2C9. OczywisScie
te wiasciwosci powinny by¢ potwierdzone w adekwatnych modelach in vitro.

Podsumowujac, praca ta jest przykltadem potgczenia metod analizy
chromatograficznej wzajemnie sie uzupetniajacych, umozliwiajacych rozdziat nawet
najbardziej ztozonych mieszanin zwigzkow naturalnych z bioaktywnos$cig i
mechanizmami wyjasniajagcymi aktywnos$¢ tych zwigzkow w kontekscie odziatywan z
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enzymami ChE. Isograndifoliol, ktéry przekroczyt 0,3 % suchej masy korzenia, bez
watpienia jest waznym skladnikiem tego surowca i przez wzglad na swoja aktywnos¢
wobec tych enzymoéw wymaga dalszych badan w tym kierunku.

3. Wyodrebnienie oraz identyfikacja spektralna (LC-ESI-MS/MS, NMR) zwiqzkow z
grupy izoflawonow oraz stilbenow z Belamcandeae chinensis rhizoma oraz ocena
aktywnosci wyizolowanych zwiqzkow wobec enzymoéw cholinoesterazy w badaniach
in vitro oraz modelu in silico.

Kolejnym ciekawym gatunkiem ro$liny leczniczej, ktéra stata sie cze$cig mojej
pracy naukowej jest Iris domestica (L.) Goldblatt i Mabb. znana tez pod nazwa
Belamcanda chinensis (L.) DC. (Iridaceae). Gatunek ten naturalnie wystepuje w Azji
Potudniowej i Wschodniej (Chiny, Korea). Pomimo tego, ze dawny monotypowy rodzaj
Belamcanda zostat zaliczony do rozszerzonego rodzaju Iris, klasyfikacja ta zostata
zakwestionowana [59], [60] Aby unikng¢ niejednoznacznos$ci nazewniczej, zamiast petnej
nazwy dwumianowej (. domestica), wymienionej m.in. w Farmakopei Polskiej
(Europejskiej), bedzie uzywana powszechnie uznana farmakognostyczna nazwa surowca
Belamcandae chinensis rhizoma. Pod taka nazwga surowiec ten funkcjonuje w tradycyjnej
azjatyckiej fitoterapii, znany tam rowniez pod nazwga She Gan. Surowiec wykazuje szereg
wlasciwosci  farmakologicznych z  ktérych gléwne to te przeciwzapalne,
przeciwcukrzycowe, przeciwosteoporotyczne, estrogenne, przeciwalergiczne,
przeciwastmatyczne, cytotoksyczne i przeciwdrobnoustrojowe [61], [62]. Oproécz
farmakopei chinskiej, koreanskiej i kilku innych azjatyckich, réwniez Farmakopea
Europejska od kilku lat prowadzi monografie surowca tej rosliny, co swiadczy o jej
rosngcej popularnosci i uzytecznosci na catym $wiecie. Gléwnag Kklasg zwigzkow
odpowiedzialnych za tak szerokie spektrum dziatania tego surowca sg polifenole, a wsrod
nich izoflawony, ksantony, stilbeny i kwasy fenolowe. Kilka cytotoksycznych irydalowych
triterpendéw roéwniez przyczynia sie do ogélnego profilu fitochemicznego rosliny [61]. W
dostepnej literaturze naukowej mozna znalez¢ rézne metody izolacji i identyfikacji
gtownych sktadnikéw tego surowca. Z drugiej strony nadal istnieje pewien stopien
niespojnosci i niejasnoSci w ocenie sktadu. Pomimo weczeS$niejszych doniesien
wykazujacych brak aktywno$ci anty-AChE ekstraktu metanolowego z she-gan [63], wiec
postawitem hipoteze, Ze poszczegolne polifenole ze wzgledu na swoje cechy strukturalne
moga wykazywac taka aktywnos$¢, rowniez wobec BChE. Wykazano, Ze tektorygenina ma
dzialanie przeciw neurozapalne, a pokrewne gatunki Iris byty aktywne przeciwko
cholinoesterazom [64] .

Celem przeprowadzonych przeze mnie badan byto opracowanie i optymalizacja
metody izolacji i identyfikacja zwigzkow polifenolowych z ktgcza belamkandy chinskiej,
oraz badanie ich bioaktywnos$ci w kierunku hamowania in vitro dwéch enzymoéw
cholinoesterazy - BChE i AChE. Przeprowadzono rowniez dokowanie molekularne, w
ktérym oceniono najbardziej aktywne sposroéd wyizolowanych zwigzkéw, w celu
okreslenia mozliwych interakcji z tymi enzymami.

Do badan wykorzystatem material pochodzacy z upraw Ogrodu Botanicznego
Roslin Leczniczych przy Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. (doktadne dane dotyczace materiatu zawartem w sekcji
materiaty i metody publikacji P-3). W trakcie izolacji zwigzkéw zastosowatem rdzne
techniki chromatograficzne w tym chromatografie otwartego ztoza, chromatografie
potpreparatywng oraz wysokosprawng chromatografie cieczowa sprzezona ze
spektrometria mas. Wstepny rozdziat wyciggu metanolowo wodnego dokonatem na
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kolumnie wypetnionej Zelem krzemionkowym, a otrzymane w ten spasob frakcje
podczyszczatem na podobnej kolumnie z zastosowaniem bardziej polarnych
rozopuszczalnikéw ( doktadne dane z procesu izolacji zwigzkéw umieScitem w sekcji
materiaty i metody publikacji P-3). Strukture wyodrebnionych zwigzkéw potwierdzitem
metodami spektralnymi (NMR jedno i wielowymiarowymi) oraz LC-ESI-MS/MS. W ten
sposOb otrzymatem osiem zwigzkéw z grupy izoflawonoéw: irisflorentyna (1),
tektorygenina (2), iristektorigenina B (3), irigenina (4), irilina B (5), iridyna (6),
tectorydyna (7) i iristectoryna B (8 ), dwa stilbeny; piceatannol (9) i resweratrol (10)
oraz glikozyd ksantonu - mangiferyna (11).
0.
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Rys.10 Struktura wyizolowanych zwigzkéw z korzeni Belamcanda chinensis, z numerami identyfikacji
poszczegblnych zwigzkédw
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Rys.11 UV Chromatogram ekstraktu metanolowego z korzeni Belamcanda chinensis, z numerami
identyfikacji poszczegélnych zwigzkow

Z uzyciem HPLC-DAD-MS opracowatem metode pozwalajgca na rozdzial gtéwnych
sktadnikéw analizowanego ekstarktu. Analiza danych otrzymanych z detektora DAD, MS,
poréwnanie z dostepnymi wzorcami chemicznymi oraz piSmiennictwem pozwolity na
okresSlenie struktury wszystkich jedenastu z wykrytych zwigzkéw. Struktury
zidentyfikowanych polifenoli przestawia Rys. 10.

WSsréd ogromnej liczby naturalnych produktéw, ktére okazaty sie by¢ inhibitorami
cholinesteraz in vitro, o czym wspominmatem wcze$niej, polifenole réwniez wykazujg
pewna aktywnos$¢ w tym kierunku i mogg by¢ zrédtem dla nowych potencjalnych lekow
pomocnych w stanach zwigzanych z pogorszenia u chorych funkcji poznawczych takich
jak zaburzenia pamieci czy percepcji. [65][59]. Z drugiej strony polifenole wykazujace
taka aktywnos$¢ dzieki ich ugruntowanym wtiasciwosciom przeciwzapalnym i z tego
powodu moga by¢ stosowane w  profilaktyce przeciw demencji [59] wsrdod ktorych
stilbeny, takie jak resweratrol i izoflawony, takie jak genisteina, s3 wymieniane jako
najaktywniejsze. Jednak wsréd tych dwoch strukturalnych Klas, istnieje wiele innych
zwigzkdéw, ktére nie byty badane w tym kierunku. Ze wzgledu na fakt, ze wyizolowane
przeze mnie izoflavony oraz pochodne stilbenu sg ciekawymi zwigzkami pochodzenia
naturalnego oraz biorac pod uwage, Zze w piSmiennictwie stwierdzono, iz zwiazki o
podobnej strukturze moga mie¢ witasciwosci hamujace aktywno$c ChE [66][67][68],
postanowitem zbada¢ wptyw wyizolowanych substancji wobec tych enzyméw w
eksperymencie in vitro. Wszystkie izoflawony byty generalnie stabsze niz oba izolowane
stilbeny, niezaleznie od izoformy enzymu (AChE czy BChE). Jednak najbardziej
metoksylowany aglikon izoflawonu - irisflorentyna (1) wykazywat wyrazng
selektywno$¢ wzgledem AChE (36% inhibicji w poréwnaniu do 9% aktywnos$ci BChE).
Zwiazek ten jest rOwniez markerem farmakopealnym jako$ci surowca, ale badania nad
jego wilasciwos$ciami farmakologicznymi sg znikome w poréwnaniu z tektorygening i
irygening [61]. Ze wzgledu na stosunkowo niska polarno$¢ substancji (1) wynoszaca 2,9
- w porownaniu do 2,6- tektorigeniny XLogP3 wg PubChem) jej wtasciwosci
farmakokinetyczne i farmakodynamiczne beda prawdopodobnie rézni¢ sie od innych
izoflawonéw. Dodatkowo, metoksylowane izoflawonoidy maja wyzszg biodostepnos¢ w
poréwnaniu z niemetoksylowanymi odpowiednikami [69] . Dlatego ta struktura moze by¢
brana pod uwage do dalszych badan w celu wyjasnienia mechanizmoéw jej selektywnosci.
Z kolei piceatannol w roéznych badaniach wykazywat raczej staba biodostepnos¢,
poréwnywlng z innymi stilbenami czy innymi aglikonami izoflawonu [70] a w moich
badaniach byt umiarkowanie i swoiscie aktywny tylko przeciwko BChE (20-40% inhibicji
wstezeniu 100 pg/ml). (Dokladne dane aktywnoSci poszczegolnych zwigzkow
prezentowane sg w tab.1 publikacji P-3). Na podstawie tych wynikéw, aby lepiej
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zrozumie¢ dzialnie hamujgce AChE i BChE in vitro badanych zwigzkéw , irilina B,
piceatannol i resweratrol jako najaktywniejsze poddano eksperymentom dokowania
molekularnego. Rys. 121 13.

A B "
: L

Rys. 12 Interakcje piceatannolu (9) (fioletowy szkielet) w przestrzeni enzymu (szary kolor) zaréwno z
AChE (A), jak i BChE (B), Pozostatosci sg zabarwione zgodnie z ich obszarem wigzania na zoétto (triada
katalityczna) i na zielono (obwodowe miejsce anionowe). Wigzania wodorowe ustanowione miedzy
zwigzkami i przedstawionymi resztami sg pokazane za pomoca ciemnozéttych linii przerywanych.

A

i _e
. \ g

Rys.13 Interakcje iriliny B (5) (fioletowy szkielet), w przestrzeni enzymu (szary kolor) zaréwno dla AChE
(A), jak i BChE (B), Pozostalosci sg zabarwione zgodnie z ich obszarem wigzania na zétto (triada
katalityczna) i na zielono (obwodowe miejsce anionowe). Wigzania wodorowe ustanowione miedzy
zwigzkami i przedstawionymi resztami sg pokazane za pomoca ciemnozoéttych linii przerywanych.

Na tych rysunkach mozna dostrzec reprezentacyjne miejsca aktywne enzymu z
zadokowanym zwigzkiem. Gdy zbadano szczeg6towa reprezentacje pozycji dokowania,
mogliSmy zaobserwowac¢ kierunkowo$¢ ustalonej sieci wigzan wodorowych. Gtéwne
wigzania wodorowe tworza sie z resztami triady katalitycznej (kolor zétty) i
obwodowego miejsca anionowego (kolor zielony). Dlatego badane zwigzki blokuja dostep
do kluczowych reszt biorgcych udziat w normalnym funkcjonowaniu enzymu, takich jak
czesci triady katalitycznej i obwodowe miejsca anionowe i moga wyjasnia¢ hamujgce
dziatanie wymienionych zwigzkéw. Uzyskane przeze mnie wyniki z badan in silico
poszerzajg wiedze w rozwoju racjonalnego projektowania lekéw, w tym wdrazanie lekéw
ziotowych w leczeniu globalnie nasilajacych sie chorob neurodegeneracyjnych.
Postulowany udziat odpowiedzi zapalnej w progresji neurodegeneracji sprawia, zZe
naturalne polifenole jako zwigzki p/zapalne s3 interesujagcymi strukturami dla
programdOw poszukiwania takich lekéw, wspomagajacych leczenie demencji. Nalezy
jednak zwro6ci¢ uwage, Ze przeprowadzone eksperymenty maja charakter badan
wstepnych, pozwalajacych jedynie na wytypowanie zwigzkow, ktore w przyszioSci moga
zostac¢ uzyte w dalszych badaniach biologicznych.

4. Analiza chromatograficzna (LC-ESI-MS/MS), kompleksowa analiza

jakosciowa i ilosciowa sktadu wyciggéw przygotowanych z réznych czesci gatunku
Coleus amboinicus Lour. uprawianych w réinych strefach klimatycznych; ocena
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potencjatu antyoksydacyjnego tych wyciggow; ocena zawartosci sktadnikow
pokarmowych i ich strawnosci.

Coleus amboinicus Lour. (synonim: Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng),
Lamiaceae, to wieloletnia roslina pochodzaca z Indonezji. Uprawia sie j3 rowniez w
tropikalnej Afryce, Azji i Australii. Na tym terenie jest uzywana jako roslina przyprawowa
i ozdobna. Znalazta réwnie zastosowanie w tamtejszej medycynie ludowej. Badania in
vivo wykazaty, ze C. amboinicus wykazuje dziatanie przeciwbdlowe i przeciwzapalne[71],
przeciwnowotworowe w stosunku do Sarcoma-180 i wodobrzusza Ehrlicha [72], Swoja
aktywno$¢ wykazata réwniez w reumatoidalnym zapaleniu stawow [73]
,przeciwbakteryjnym dzitaniu wobec Staphylococcus aureus [74]. Badania in vitro
wykazaty , ze ekstrakt z C. amboinicus dziatat antyoksydacyjnie i przeciwbakteryjnie
[75][76]. Wykazuje dziatanie przeciwgrzybicze w uktadzie pokarmowym [77] i dzialanie
przeciwtupiezowe , a takze dziatanie cytotoksyczne na komorki raka piersi MCF-7 [78] .
Dodatkowo wykazuje dziatanie antyproliferacyjne wobec MCF-7 i dwoch innych linii
komoérek nowotworowych: Caco-2, HCT-15 [79]. Obecnie dostepnych jest tylko kilka
doniesienn naukowych na temat sktadu chemicznego tej rosliny czy izolacji gtéwnych
sktadnikéw. Informacje na temat bioaktywnych sktadnikéw zostaty zebrane i oméwione
ponad dekade temu [80] a zawarte tam informacje gléwnie dotyczyty zwigzkow
polifenolowych, vA grupy metoksylowanych flawonoidow, kwasow
hydroksycynamonowych z  kwasem rozmarynowym jako gtéwnym, kwasami
salwianolowymi A i L. Drugg wazna klasg fitochemiczng w C. amboinicus s3 izoprenoidy,
takie jak fitosterole [81], liczne lotne mono- i seskwiterpenoidy uzyskane z olejku
eterycznego [82][83]. Inne zwiazki, ktére byty obecne w ekstrakcie z lisci obejmowaty
kilka glikozydéw flawonowych i diterpeneoidéw chinonowych, takich jak royleanone.
Wstepne badania nad tym gatunkiem w ktorych bratem udziat dotyczyty jego
przydatnoSci i warto$ci odzywczej w paszy dla przezuwaczy (Publikacja 07). Wyniki tych
doswiadczen udowodnity wysoki potencjat C. amboinicus jako modulatora metanogenezy
i biouwodornienia w Zwaczu. Jednocze$nie zasugerowaliSmy, Ze wysoka zawarto$¢ kwasu
rozmarynowego moze sie do tego przyczyniac.

Poniewaz gatunek ten dobrze aklimatyzuje sie w warunkach polskich, moim celem
byto poréwnanie profilu fitochemicznego surowca z upraw w warunkach tropikalnych z
tym ktéry rést w naszym klimacie. Prawidtowa identyfikacja i klasyfikacja sktadnikéw
surowca roSlinnego jest bowiem niezbedna do zrozumienia ich farmakologicznego i
biologicznego znaczenia.

Materiat ro$linny, ktéry postuzyt do analizy poréwnawczej uprawiany byt w 2
réznych miejscach w Indonezji (miasta Bogor i Cinjur) oraz na plantacji koto Poznania.
(Szczegoty uprawy i zbioru zawieria publikacja P-4). Zebrany i wysuszony materiat z
upraw polskich przed ekstrakcja zostat podzielony na liscie (CPL), pedy (CPS), kwiaty
(CPF) i todyzki (CPT), natomiast materiat indonezyjski (CI1, CI2) nie byt dzielony przed
ekstrakcjg . Dla wszystkich prébek wykonatem ekstrakcje 80% metanolem , a nastepnie
otrzymane wyciagi poddatem ekstrakcji do fazy statej - SPE (solid phase extraction).
Analiza jakoSciowa przygotowanych wyciggéw (indonezyjskich upraw) z uzyciem
metody UHPLC-HRESI-MS wykazata, ze zawierajg one 34 gtéwnych zwigzkow, z ktorych
11 to byty kwasy fenolowe, 10 nalezata do grupy flawonoidow a pozostate 12
zidentyfikowatem jako diterpeny oraz jeden glikozyd monoterpenowy (nepetazyd). W
materiale z upraw polskich w analizie zidentyfikowatem w lisciach 22 zwigzki (6 kwasow
fenolowych, 13 flawonoidéw i 3 diterpeny) w kwiatach 20 zwigzkéw (8 kwasow
fenolowych, 7 flawonoidéw i 2 diterpeny) w korze 31 zwigzkéw (18 kwasoéw fenolowych,
7 flawonoidow i 6 diterpenow) w w todyzkach 21 zwigzkéw ( 8 kwasow fenolowych, 10
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flawonoidéw i 3 diterpeny). Wiekszos¢ z wykrytych zwigzkéw zostata zidentyfikowana
na podstawie widm fragmentacyjnych zgodnie z dostepnym piSmiennictwem oraz
danymi zawartymi w dostepnych bazach (Human Metabolome Database, MetFrag-Online
Database). (doktadne dane chromatograficzne i spektrometryczne zawiera Tabela 1
publikacji P-4).

W prezentowanych badaniach zawarto$¢ polifenoli byta najwyzsza w wyciggach z
lisci (CPL) i kwiatéw (CPF) roslin uprawianych w Polsce: odpowiednio 112,95 + 0,8 i
18,44 = 0,6 mg-g1, (w przeliczeniu na kwas galusowy). Byta to zawarto$¢ wyraznie
wyzsza niz w ro$linach uprawianych w naturalnych indonezyjskich warunkach
klimatycznych: 23,61 + 0,2 (CI1) i 16,79 + 1,5 mg-g! (CI2) ekwiwalentu kwasu
galusowego. Z kolei skladniki diterpenoidowe wykryto gtéwnie w wyciggach
metanolowych roslin uprawianych w Indonezji (CI1) i (CI2) i stanowity znaczng czes¢
wszystkich zwigzkéw, 23,64 + 0,2 i 15,59 + 0,2 mg-g-1 (w przeliczeniu na kwas
karnozowy), podczas gdy w prébach uprawianych w Polsce we wszystkich cze$ciach
ro$lin stwierdzono mniej niz 1,0 mg-g-1 tych zwigzkéw. Ro$liny uprawiane w Indonezji
zawieraty acetoksy-dihydroksyroyleanon jako gtéwny zwigzek diterpenowy (16,64 mg g
1w (CI1)i10,17 mg g-1 w (CI2), drugim co do ilo$ci byt dihydroksyroyleanon 5,12 i 4,43
mg g1 Wroslinach z Polski ilosci tych diterpendéw byty na znikomym poziomie. Najliczniej
wystepowat rozmanol w pedach (CPS) (0,19 mg-g-1) oraz rozmadial w lisciach (CPL),
kwiatach (CPF) i gatgzkach (CPT) odpowiednio na poziomie 0,8, 0,631 0,03 mg-g-1. Wsréd
kawsow fenolowych dominowatly proste kwasy hydroksylowe z kasem rozmarynowym
jako gtéwnym, natomiast flawonoidy zostaty zidentyfikowane gtéwnie jako glikozydy
luteoliny,apigeniny i kemferolu.

Do oceny zawartosci catkowitej polifenoli (TPh) postuzytem sie spektralng metoda

oparta na reakcji Folin-Ciocalteau. Wszystkie przygotowane przeze mnie wyciagi zostaty
réwniez sprawdzone w testach antyoksydacyjnym zmiatania wolnych rodnikéw (DPPH)
oraz tescie zdolnosci redukcji fosfomolibdenianu (PMo) czy w teScie badajacym zdolno$¢
peroksydacji lipidéw w reakcji Fentona. (LP) Aby zrozumie¢ korelacje miedzy profilem
chemicznym a wynikami tych testow przeprowadzitem poréwnawcza analize
statystyczng (wielowymiarowa analize danych) z uzyciem metody analizy gléwnych
sktadowych (PCA) oraz ortogonalng regresje czeSciowa najmniejszych kwadratow-
analize dyskryminacyjng (OPLS-DA).
W analizie gtéwnych sktadowych (PCA) pierwsze dwie gléwne sktadowe (PC1 i PC2)
ttumacza prawie 88,3% mozliwej zmiennosci w obrebie prébek i na wykresie wyraznie
wida¢ tendencje do tworzenia klastrow (grup), rozdzielajacych prébki z Indonezji i
Polski.

PCA

@ Sagequis met
15
04
4 CPLACPL @Rosmadial Dihydroxyroyleanone @
cPL o @ pigenin
3 o ono
= CPFACPF cizakcit
= CPF az
-0.5x10¢ CPS & OLute CY )
;| cpsMACPT /1 Luteolin-0-Hex
1 x10° 0
1 o 0 e e el L MO
1 @ @ Mselviaflaside
csmarinic 340 @ ebuscoside
4 3x10¢ 2 1 [ 1 x10° 3 4x10° 2 T
th Pl
i ).185; E1Ti HotelTir 3!
(a) (b)

Rys.14 (a) Wykres wynikéw PCA oparty na danych UHPLC-MS pokazujacy grupe C. amboinicus uprawy z
Indonezji (CI1 i CI2) i grupe lisci (CPL), kwiatéw (CPF), todyg (CPS) i gatazek (CPT ) z C. amboinicus
uprawianego w Polsce. (b) wykres zmiennych , ktére sg skorelowane z rozdziatem na wykresie wynikow;
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Separacja na wykresie (a) zwigzana jest z kompleksem réznych klas zwigzkéw w obu
grupach (b) . W prébkach z Polski (lewa strona) dominuja flawonoidy i kwasy fenolowe,
w  probkach  indonezyjskich  (prawa  strona)  diterpeny z  acetoksy-
dihydroksyroyleanonem, dimetoksy-epirozmanolem i dihydroksyroyleanonem jako
gléwnymi. Grupa ta jest istotnie odrozniona od pozostatych probek i silnie ujemnie
skorelowana z aktywno$cig DPPH (EC50) zgodnie z wykresem na rys. 15 oraz dodatnio
skorelowana z wysokg akumulacjg diterpenéw (dihydroksyroyleanon, epirozmanol,
rozmanol, acetoksy dihydroksyroyleanon). Dodatkowo niska aktywno$c¢ testu PMo w tej
grupie koreluje z najnizszym poziomem flawonoidéw i kwaséw fenolowych . Rozpatrujac
zréznicowanie wg drugiej gltéwnej sktadowej PC2 w ros$linach uprawianych w Polsce
(lewa strona) wyrézniamy trzy skupienia: CPS, CPT razem i osobno CPL i CPF, ktoére s3
dodatnio skorelowane gtéwnie ze zwigzkami polifenolowymi (TPh) . Mniejszy wptyw na
réznicowanie w tej grupie maja kwas rozmarynowy czy glikozydy flawonoidowe.
Wszystkie ekstrakty uzyskane z roslin uprawianych w Polsce pozytywnie korelowaty z
zawartoS$cig TPh i wszystkimi testami antyoksydacyjnymi co przektada sie na najlepsze
dziatanie antyoksydacyjne. Z kolei zawarto$¢ zwigzkéw o budowie diterpenowej w
mnijeszym stopniu wplywa na takie dzitanie.

Biplot PCA-X&Y) A plcom)(2)
B tlcorn[2]

Apigenin

044

Luteolin Epirosmano

Dihyq\r‘o?yrp_’\élc
A epletas!
Ph  CPA - ]

Nagilactone E ci

A DPPH IC50

p{wrr)[Z], t(comn)[2]

Rosmarinic acid
A

Jteolin-O-Hex D D
A

Verbascoside

=] -0.8 -06 -04 -0.2 0 0.2 04 0.6 08 1
plcorn)[1], t{corr)[1]

Rys.15 Wykres wynikéw PCA oparty na danych UHPLC-MS i danych z testéw DPPH, PMo, LP, TPh
pokazujacy grupe C. amboinicus uprawy z Indonezji (CI1 i CI2) i grupe lisci (CPL), kwiatéw (CPF), fodyg
(CPS) i gatazek (CPT ) z C. amboinicus uprawianego w Polsce. (b) wykres zmiennych , ktore sa skorelowane
z rozdziatem na wykresie wynikéw;

Zbadano réwniez wartosci odzywcze analizowanego surowca z mozliwo$cig
wykorzystania jako sktadnika pokarmowego w paszy dla zwierzat, oraz strawnos¢ takiej
paszy u zwierzat modelowych. Wyniki uzyskane wskazuja ,zZe wiecej ogélnego biatka
zawieraty uprawy indonezyjskie w poréwnaniu z polskimi, zawarto$c ttuszczu surowego
byt na podobnym poziomie w obu grupach uprawowych.

Kompleksowa analiza sktadu fitochemicznego oraz zawarto$c poszczegdlnych
sktadnikéw z gatunku C. amboinicus zostata przeprowadzona poraz pierwszy. Potaczenie
wynikéw HPLC-MS z metodami statystycznymi jest obecnie coraz cze$ciej uzywane do
wyjasniania i pokazywania korelacji miedzy analizowanymi prébkami o bardzo ztoZonym
sktadzie. Takie podejScie wpisuje sie w nowoczesne trendy w analizie fitochemicznej,
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ktére zblizaja ten obszar badan do metabolomiki, rozumianej jako galaZz biologii
systemoéw.

5. Analiza chromatograficzna (LC-ESI-MS/MS), kompleksowa analiza jakosciowa i
ilosciowa sktadu réznych wyciggéw przygotowanych z surowca farmaceutycznego
Solidaginis herba oraz ocena aktywnosci antyoksydacyjnej i potencjalnej
mutagennosci tego surowca

Farmakopea Europejska (Ph.Eur) akceptuje dwa rownowazne gatunki, Solidago
canadensis L. 1 S. gigantea Ait. jako surowiec ziele nawloci (Solidaginis herba).
Niewystarczajace dane na temat profilu fitochemicznego i bioaktywnoSci tego surowca
sklonity mnie do sprawdzenia czy rzeczywiscie te dwa rozne gatunki botaniczne moga
stanowic¢ identyczne Zrédto surowca farmakopealnego. Co wiecej, czy te gatunki maja
taka samg bioaktywno$¢ oraz, czy podziemne czeSci obu gatunkéw maja jakakolwiek
wartos¢ pod wzgledem potencjalnych wtasciwos$ci farmakologicznych. Moim celem byta
weryfikacja sktadu iloSciowego i profilu fitochemicznego obu gatunkéw z populacji
inwazyjnych rosngcych w Polsce z zastosowaniem analizy HPLC-MS/MS, oraz ocena
aktywno$ci antyoksydacyjnej i potencjalnej mutagennosci tego surowca.

Oba gatunki wywodza sie z Ameryki Péinocnej, i zostaty sprowadzone do Europy
jako rosliny ozdobne. Po zadomowieniu sie i naturalizacji w regionie o klimacie
umiarkowanym te dzikie rosliny staty sie mocno inwazyjne . W wielu krajach Europy S.
gigantea iS. canadensis l. znajdujg sie na ,czarnej liscie” roslin inwazyjnych tj. neofitow,
ktérych negatywny wplyw ekologiczny zostal udokumentowany i ktére s3a
problematyczne z punktu widzenia ochrony bioréznorodno$ci.[84] Wedtug monografii
farmakopealnej flawonoidy sg zwigzkami markerowymi tego surowca. Ich zawartos$¢ nie
powinna by¢ mniejsza niz 2,5% w przeliczeniu na hiperozyd, a gtbwnymi sktadnikami sg
kwercetyna, kempferol, izoramnetyna i 3-0O-glikozydy ramnetyny. Drugg klasg zwigzkéw
fenolowych w surowcu sg kwasy kawoilochinowe (kwas chlorogenowy i inne). Inne
fitozwigzki charakterystyczne dla Solidago sp. obejmujg szereg saponin
triterpenoidowych, diterpenéw Kklerodanowych i laktonéw diterpenoidowych.[85]
Istniejg rowniez pewne réznice strukturalne w obrebie triterpenéw i diterpenow , S.
canadensis zawiera glownie diterpeny typu trans-klerodanowego i labdanowego,
podczas gdy dla S. gigantea charakterystyczne s3 diterpeny cis-klerodanowe.

Do analizy fitochemicznej przeznaczytem 4 wyciagi metanolowe z ziela i korzeni
obu gatunkéw. Rys. 16 przedstawia chromatogram z identyfikacjg pikéw dla tych
wyciagow. W cze$ci naziemnej obu gatunkéw przeanalizowatem ponad 60 pikéw, a dla
czesSci pdziemnej ponad 70. Dokladne dane i identyfikacje zwiazkéw zawiera tab.1
publikacji P-5. ).

Glikozydy flawonoidowe dominowaty w zielu obu gatunkéw, wsrod ktorych
kwercytryna byta gtdéwnym zwigzkiem. Wiekszo$¢ flawonoli zawierata kwercetyne jako
aglikon przy czym w S. canadensis glikozydy kaemferolu byty rowniez obecne w znacznej
ilosci (4 mg/g suchej masy w poréwnaniu do 0,54 mg/g w S. gigantea). Rdznice iloSciowe
miedzy gatunkami byty wyraznie widoczne, np. stwierdzitem, ze kwercytryna, gtéwny i
dominujacy zwigzek w S. gigantea (11,6 mg/g suchej masy) byta tylko drugorzednym
zwigzkiem w S. canadensis (0,03 mg/g suchej masy). Z kolei flawonole o najwiekszej
zawartosci w S.canadensis czyli rutyna, 4,5 mg/g s.m., w poréwnaniu z 0,01 mg/g S.
gigantea i nikotyfloryna, 2,7 mg/g s.m. ktdérej nie stwierdzitem u S. gigantea czy
kwercetyna 2,6 mg/g czyli prawie dwa i p6t razy wiecej niz u S. gigantea 1,1 mg/g. Druga
gléwna klasg zwigzkéw fenolowych w zielu byty estry kawoilochinowe (CQA), przy czym
glownym zwigzkiem w obu gatunkach byt kwas 5-0O-kawoilochinowy (kwas
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neochlorogenowy) wraz z kilkoma kwasami mono-, di-kawoilochinowymi i
feruilochinowymi. W przeciwienistwie do flawonoli sktad CQA w zielu obu gatunkéw nie
réznit sie tak bardzo, za to réznit sie iloSciowo. Stwierdzitem, ze ich zawarto$¢ w S.
canadensis byta trzy i pét razy wyzsza niz S.gigantea.

Pomimo szeregu informacji fitochemicznych i biologicznych dla ziela nawtoci nadal
istnieje niewiele danych dotyczacych podziemnych czesci S. canadensis i S. gigantean. W
swoich badaniach stwierdzitem, Ze profil kwaséw fenolowych w ekstraktach z
korzeni/klaczy byt bardziej zroéznicowany miedzy tymi dwoma gatunkami niz w
cze$ciach nadziemnych. Nie wykrytem flawonoidéw za to stwierdzitem ,ze CQA jest
znacznie wiecej w gatunku S. gigantea czyli odwrotnie niz w zielu. Polifenole z ekstraktow
z korzeni obu gatunkéw sktadaja sie gltéwnie z wolnych pochodnych
hydroksycynamoilochinowych, z gtéwnymi kwasami 5-0-kawoilochinowymi i 3,5-0O-
dikawoilochinowymi. Wyciag metanolowy z korzeni S. gigantea zawiera (30,2 mg/g
suchej masy) polifenoli - okoto pieciokrotnie wiecej niz S. canadensis (5,8 mg/g suchej
masy). Z kolei wyciag z korzeni S. gigantea jest ponad dziesieciokrotnie bogatszy w
polifenole niz ziele, natomiast S. canadensis w zielu jest okoto 1/2 wiecej polifenoli niz
w korzeniach.

Oprécz podstawowego wskazania fitoterapeutycznego dla ziela nawtoci stabo
udokumentowana jest rola przeciwutleniaczy czy antymutagenéw tego surowca.
Kolejnym etapem badn nad tym surowcem bylo przeprowadzenie testéw
antyoksydacyjnych i antymutagennych dla ekstraktéw i frakcji  rdéznigcych sie
polarnosciag.  Aktywno$¢ antyoksydacyjng  ocenitem za pomoca trzech testow
spektrofotometrycznych: testem DPPH (zmiatanie wolnych rodnikéw), testem
fosfomolibdenowym (PMo-zdolno$ redukcji metali przejSciowych) oraz  testem
hamowania peroksydacji wielonienasyconych lipidéw. Testy Amesa na szczepach
Salmonella typhimurium postuzylty do zbadania dwo6ch mechanizméw wywotania
mutagenezy - oksydacyjnego w szczepie TA102 i bezpoSredniego chemicznego w
szczepie TA 100. Aktywno$c antyoksydacyjna i antymutagenna byty rézne w zaleznosci
od gatunku czy czeSci rosliny , przy czym najsilniej peroksydacje lipidow hamowaty
frakcje eterowa i octanu etylu z ziela obu gatunkéw (IC50 13,33 - 16,89 ug/ml) oraz
frakcja butanolowa z S. gigantea UP (IC50 = 13,32 pg/ml). Wyciagi metanolowe, z r6znych
czeSci i gatunkow wykazywaty aktywno$¢ antyoksydacyjng , ale w wiekszosci
przypadkow u S. gigantea ta aktywnos$¢ byta wyraznie silniejsza (z wyjatkiem korzeni
gdzie réznice nie byly znaczace). Na przyktad, w tescie peroksydacji kwasu linolowego
ekstrakt metanolowy z ziela S. gigantea byt skuteczny przy wartosci IC50 18,08 pg/ml w
poréwnaniu ze standardem czystej kwercetyny, ktory ma IC50 = 9,23 pg/ml. Z kolei dla
ekstraktu z S. canadensis warto$¢ ta byta prawie czterokrotnie wyzsza (68,26 pg/ml). W
teScie DPPH najsilniejsza byta frakcja octanu etylu z ziela S. gigantea (EC50 = 12,99
pug/ml), nastepnie eterowa S. canadensis z ziela (EC50 = 15,79 pg/ml) i octanu etulu z
korzeni (EC50 = 18,19 pg/ml). W redukcji PMo trzy najbardziej aktywne frakcje byty te
same, ale w innej kolejnosci: eterowa z ziela S. canadensis, nastepnie octanu etylu z ziela
S. gigantea i octanu etylu z korzeni S. canadensis. Z kolei, peroksydacje kwasu linolowego
bardzo skutecznie hamowata frakcja butanolowa S. gigantea z korzeni i frakcje eterowe z
ziot obu gatunkow (wszystkie wykazujg IC50 ponizej 15 pg/ml). Rdwniez frakcje octanu
etylu z korzeni S. gigantea i z zi6t obu gatunkéw byty bardzo aktywne z IC50 nieco
powyzej 15 pg/ml. W testach antyoksydacyjnych wyzsza aktywnos$¢ ekstraktow i frakcji
mogta by¢ spowodowana wyzszg zawarto$cia polifenoli, gtdwnie flawonoli z niewielkim
udziatem CQA w czeSciach nadziemnych, a w korzeniach tylko przez CQA. Z kolei wyniki
testOw antymutagennych wydajg sie nie mie¢ wyraznej korelacji z catkowitg zawartos$cia
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polifenoli ani z Zzadng z ich podklas. Mutageneza chemiczna zostata catkowicie
zahamowana przez frakcje niepolarne, ale mutageneza oksydacyjna byta hamowana do
35% tylko przez S. canadensis. Nie znalaztem wyraZnego zwigzku miedzy profilem
chemicznym i dziataniem antymutagennym.

Aby zrozumie¢ Kkorelacje miedzy profilem chemicznym a wynikami tych testéw

przeprowadzitem poréwnawczg analize statystyczng (wielowymiarowgq analize danych)

z uzyciem metody analizy gtéwnych sktadowych (PCA). (Dane w publikacji P-5).

Podsumowujac, oba gatunki majg odmienny profil fitochemiczny i r6znig sie takze badang

aktywnos$cig. Dowiodtem, Ze oba gatunki nie mogg by¢ traktowane r6wnowaznie i zawsze

nalezy potwierdzac ich tozsamos$¢ a jedng z tych metod moze by¢ analiza fitochemiczna.
A)
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Rys.16 Chromatogramy UPLC-DAD ekstraktéw metanolowych z ziela A) i korzeni B) dla S. gigantea i S.
canadensis, zarejestrowane przy A = 215 - 495 nm
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywno$cia naukowa albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczegdlnosci zagraniczne;j.

a. Dziatalnos¢ naukowo badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

W grudniu 2004 roku podjatem swoja prace naukowa na stanowisku asystenta w
o6wczesnej Katedrze Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Akademi Medycznej we
Wroctawiu (obecnie Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Katedra Biologii i
Biotechnologii Farmaceutycznej) w zespole Pani prof. Elizy Lamer Zarawskiej. W tamtym
czasie angazowatem sie we wszystkie kierunki badan prowadzonych w tym laboratorium,
jednoczesnie rozwijatem swoje zainteresowania zwigzane z analizga iloSciowg i
jakoSciowa metabolitow wtérnych bedacych sktadnikami surowcéw roslinnych gtéwnie
rodzin Lamiaceae i Rosaceae. Jednocze$nie bratem udziat w réznych badaniach nad
aktywnoscig tych surowcéw i metabolitdw. Badania te dotyczyty gtéwnie wiasciwosci
antyoksydacyjnych w réznych modelach z wykorzystaniem metod spektralnych.
Wynikiem tych prac byta publikacja OB1 oraz doniesienie konferencyjne K2 dotyczace
antyoksydacyjnego dziatania zwigzkéw polifenolowych uzyskanych z lisci dwoch
gatunkéw z rodziny Rosaceae: pieciornika biatego (Potentilla alba L.) i pragni
kuklikowatej (Waldsteinia geoides L.). w ktorej opracowano metode HPLC do wstepnej
analizy fitochemicznej wyciggéw metanolowych z tych surowcéw. Uzyskane wyniki
pokazaty, ze P. alba ma znacznie wyzsza zawarto$c¢ polifenoli, takich jak procyjanidyny, a
takze jest skuteczniejszym zmiataczem wolnych rodnikéw w testach antyoksydacyjnych.
Kolejnym ciekawym gatunkiem nad ktérego profilem fitochemicznym i bioaktywno$cia
sie skupitem byt karbieniec roz§wietlony (Lycopus lucidus Turcz. & Brantham L.) Gatunek
ten wydat sie na tyle ciekawy, Ze w 2007 roku stat sie tematem mojego 3-letniego grantu
w ramach badan wtasnych uczelni, zatytuowanego ,Analiza fitochemiczna sktadnikéw
fenolowych z gatunku Lycopus lucidus Turcz. & Brantham, oraz ocena wtasciwosci
antyoksydacyjnych uzyskanych ekstraktow”. W tym czasie nawigzalem rowniez
wspotprace z dr Michatem Hajnosem z Katedry Farmakognozji Akademi Medycznej w
Lublinie w ramach mojego dwutygodniowego stazu naukowego w tamtejszej katedrze.
Wspdlnie opracowalismy skiad fitochemiczny karbienca korzystajac z metody HPLC-MS,
oraz sprawdzitem aktywnos$¢ antyoksydacyjng tego surowca. Efektem tej wspotpracy
byta publikacja 01 w ktorej skorelowano potencjat antyoksydacyjny réznych wyciggéw
z ziela L. lucidus ze sktadem polifenolowym. Zdolnos$¢ do dezaktywacji wolnych rodnikéow
zmierzono za pomocg chemicznych testow spektrofotometrycznych z uzyciem rodnikéw
DPPH i NO. Site redukujaca w stosunku do metali przejsciowych zbadano metoda
fosfomolibdenowa. PrzeprowadziliSmy réwniez analizy jakoSciowe i iloSciowe gtéwnych
kwasow fenolowych. Potwierdzitem, Ze gtéwnym zwigzkiem przeciwutleniajacym z
ekstraktu  metanolowego jest dominujacy kwas rozmarynowy. Innymi
zidentyfikowanymi kwasami fenolowymi, ktére moga wzmacnia¢ potencjatu
antyoksydacyjny tego surowca byly: kwasy ferulowy, kawowy, chlorogenowy,
wanilinowy, p-hydroksybenzoesowy, p-kumarowy i protokatechowy. Najaktywniejszy
ekstrakt octanu etylu zawierat najwyzszy poziom kwasu rozmarynowego, oraz glikozydy
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luteoliny, ktore sg réwniez waznymi wyznacznikami aktywno$ci przeciwutleniajace;.
Kontynuujac badania nad gatunkiem L. [ucidus poszerzylem je o analizy HPLC
pokrewnych gatunkéw L. exaltatus ElL, i L. virginicus L., Badania te prowadzitem razem z
Prof. Krystyng Skalickg-WozZniak woOwczas asystentem w tej samej Katedze
Farmakognozji w Lublinie, z ktoérg rdéwniez pracowatem nad wiasciwoSciami
antyoksydacyjnymi owocow gatunku Peucedanum alsaticum. Wyniki tej wspéipracy byty
prezentowane na konferencji miedzynarodowej w Lublinie K1 w Atenach (Grecja) K3 i
Murcji (Hiszpania) K6.

Techniki wyodrebniania i analize fitochemiczng zwigzkéw roslinnych doskonalitem pod
opieka wybitnego specjalisty w tym zakresie - pana prof. Jaromira Budzianowskiego,
pod ktérego kierownictwem odbytem w 2008 roku dwutygodniowy staz szkoleniowy w
Zaktadzie Botaniki Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Poznaniu (obecnie
Uniwersytet Medyczny w Poznaniu). Podczas stazu zajmowatem sie izolacja polifenoli o
budowie stilbenéw z gaunkdéw Fallopia japonica i F. sachalinensis. Uzyskane wyniki
prezentowane byty w publikacji 014 oraz na polskich i miedzynarodowych
konferencjach K16, K22, K23.

W 2009 roku otrzymatem stypendium naukowe na staz zagraniczny finansowany ze
$Srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego UE w ramach priorytetu "Kapitat Ludzki
- Programu rozwoju Akademii Medycznej we Wroctawiu”. Dzieki temu mogtem odby¢ 6
miesieczny staz w Zaktadzie Biologii Farmaceutycznej (Departement Pharmazeutische
Biologie) Uniwersytetu w Bazylei (Szwajcaria) pod kierownictwem Prof. Matthiasa
Hamburgera. W tamtym czasie pracowatem w zespole zajmujgcym sie badaniami
przesiewowymi w Kierunku aktywnosci przeciwmalarycznej r6znych substancji
roslinnych. Jednym z najaktywniejszych zwigzkdw pochodzenia naturalnego
stosowanego obecnie w leczeniu malarii jest artemizynina. Ten wtérny metabolit
wyizolowano z gatunku Artemisia annua z rodziny Asteraceae . Ciekawym wydato mi sie
sprawdzenie innych gatunkdéw rodzaju Artemisia w kierunku aktywnosci

p/malarycznej, co tez zrobitem podczas tego stazu. Materiat do badan nad ktérym
pracowatem w Szwajcarii pochodzit z kolekcji naszego Ogrodu Roslin Leczniczych przy
Katedrze Biologii i Botaniki Farmaceutycznej, a uzyskane wyniki byty na tyle
interesujace, ze staty sie po czeSci tematem mojego doktoratu.

W tym zakresie przebadatem 6 gatunkéw Artemisia (Artemisia selengensis,
Artemisia herba-alba, Artemisia pontica, Artemisia indica, Artemisia stolonifera, Artemisia
molinierii), a takze 3 gatunki szatwii (Salvia przewalskii, Salvia glutinosa, Salvia
miltiorrhiza) oraz jeden gatunek blisko spokrewniony z szalwiami: Perovskia
atriplicifolia. W toku pracy doktorskiej przeanalizowalem wyciagi i zwigzki czynne
wyodrebnione z tych gatunkéw pod katem toksycznos$ci dla patogenéw malarii-
Plasmodium falciparum oraz Spigczki afrykanskiej- Trypanosoma brucei rhodesiense.
Badania prowadzitem w oparciu o tzw. mikrofrakcjonowanie HPLC z monitorowaniem
bioaktywnosci.  Podczas wstepnych badan parazytologicznych nie wszystkie z
wymienionych gatunkdéw Artemisia wykazywaly aktywnos$¢ na tyle istotna, by zajmowac
sie ich szczeg6towymi analizami pod tym katem. Zdecydowatem, Ze w pierwszej
kolejnosci badane beda szatwie i Perovskia, ktore takie dziatanie wykazywaty w stopniu
znacznym. Podstawowymi niepolarnymi zwigzkami Salvia miltiorrhiza i uwazanej za jej
»analog” pod wzgledem kompozycji fitochemicznej Salvia przewalskii s3 diterpeny o
abietanowym typie budowy szkieletu (tanszinony). Bazujac na doniesieniach
literaturowych potwierdzajacych aktywno$¢ tej wtasnie grupy zwigzkéw wobec réznych
linii nowotworéw ludzkich zatozytem, ze ich udowodniona cytotoksycznos$¢ bedzie miata
odzwierciedlenie w aktywnoS$ci przeciwpierwotniakowej, co rowniez rekomendowane
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jest przez WHO. Tego typu metabolity znalaztem takze w korzeniach Perovskia
atriplicifolia. Dodatkowa przestanka sktaniajacg mnie do wiaczenia do badan gatunkéw
Salvia i Perovskia jest fakt, ze w tamtym czasie nie przeprowadzono kompleksowych
badan poréwnujacych dziatanie przeciwpierwotniakowe réznych zwigzkéw
tanszinonowych (jako zwigzkdéw dominujgcych) otrzymanych z tych gatunkéw. W
analizie fitochemicznej korzystalem z techniki ekstrakcji przyspieszonej ASE oraz
wspomaganej ultradZwiekami, chromatografi (preparatywna- CC, MPLC, PLC,
analityczna- HPLC-MS) oraz z technik spektralnych do identyfikacji - tandemowej i
wysokorozdzielczej spektrometri mas (MS-MS, HR-TOF-MS) oraz spektroskopie 1H i 13C
NMR, réowniez w technikach korelacyjnych. Stosujagc metode HPLC-MS przeprowadzitem
jakoSciowa analize ekstraktow (Hex, EtOAci MeOH) z ziela i korzeni 3 gatunkow z rodzaju
Salvia i stabo dotychczas poznanego gatunku Perovskia atriplicifolia, tacznie 24 ekstrakty
o zroznicowanej polarnosci i sktadzie. W toku badan wyizolowatem i zidentyfikowano 18
zwigzkéw, zczego 17 to tanszinony i pokrewne diterpeny barwne, oraz kwas
rozmarynowy. Wszystkie wyizolowane zwigzki, nalezgce do grupy tanszinonoéw,
wykazywaly wysoka aktywno$¢ przeciwpierwotniakowa wobec patogenow
(P.falciparum i T.brucei rhodesiense). Wsréd nich najaktywniejszy wobec T.brucei byt
arukadiol (ICs0<0,12uM) Zostat on zakwalifikowany do kolejnego etapu badan in vivo na
modelach zwierzecych, a zatem zatozenie, Ze badane surowce beda wykazywaty taka
aktywnos¢, byto stuszne. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane 02 i prezentowane na
konferencjach K10, K13, K14. Niektore z wyodrebnionych tanszinondéw wykazywaty
znaczng aktywno$c wobec linii komdérkowej raka trzustki (MIAPaCa-2), te wyniki rowniez
zostaty opublikowane 03.

Dalsze badania przesiewowe w ktorych uczestniczytem obejmowaty aktywno$¢
antyoksydacyjng (testy oparte na réznych mechanizmach dziatania) in vitro oraz
zahamowania enzymo6w zwigzanych z przebiegiem stanéw zapalnych (elastazy,
kolagenazy). Uzupetnieniem zestawu testéw bioaktywnosci byto sprawdzenie
ewentualnych witasciwos$ci mutagennych, antymutagennnych lub komutagennych w
prostych eksperymentach na komérkach bakteryjnych (testy Amesa), oraz ocena
cytotoksycznosci wyizolowanych zwigzkdw na linii szczurzych komorek miesniowych L6.
W testach antyoksydacyjnych wysoka aktywnoscig charakteryzowaly sie prawie
wszystkie metanolowe wyciagi z opisanych gatunkéw roslin. Najaktywniejsze byty
uzyskane z korzeni i ziela Salvia miltiorrhiza. Wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna
ekstraktow polarnych z badanych roslin mozna przypisa¢ zawartosci depsydéow kwasu
kawowego- kwasow: rozmarynowego, salwianolowych i litospermowego. Z kolei w
ekstrakcie heksanowym ziela Perovskia (jednym z najsilniej dziatajacych sposrod
badanych) za wtasciwos$ci antyoksydacyjne moga odpowiada¢ zidentyfikowane metoda
HPLC-MSn, lipofilne diterpeny, takie jak karnozol, kwas karnozowy irosmanol. Brak
prostych zaleznos$ci wyjasniajgcych réznice w dziataniu wymaga dodatkowych testow z
uwzglednieniem innych modeli.

Testy enzymatyczne, ktore przeprowadzitem ujawnity wysoka zdolnos$¢ inhibicyjna
analizowanych wyciggéw, wzgledem enzymow proteolitycznych (elastazy i kolagenazy).
W przypadku ekstraktéw metanolowych z Salvia miltiorrhiza i Perovskia atriplicifolia byta
ona nawet wyzsza niz zwigzku referencyjnego. Silniejsze zahamowanie elastazy (do
100%) wykazywat bogaty w tanszinony ekstrakt heksanowy korzenia S.miltiorrhiza i
ekstakty z ziela Perovskia. Kolagenaza byta hamowana najsilniej przez wyciagi-
heksanowy i octanu etylu z ziela S.przewalskii oraz wyciagi metanolowe z korzeni
wszystkich szatwii (efekt rzedu 80%). Wtasciwosci te wymagaja blizszego zbadania, by
lepiej wyjasni¢ mechanizmy zahamowania i wzajemne oddziatywania poszczeg6lnych
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komponentéw wchodzacych w sktad tych surowcéw roslinnych. Po raz pierwszy tak
kompleksowo przebadatem gatunek P.atriplicifolia, wéwczas rzadko jeszcze opisywany
w publikacjach naukowych. Izolacja niektdérych tanszinonow z tego gatunku wczes$niej nie
byta opisywana w literaturze, po raz pierwszy wyodrebnitem 3 nowe zwigzki dla tego
gatunku: 3-hydroksytanszinon II A, arukadiol i 1-oksomiltiron. Dla gtéwnego zwiazku,
kryptotanszinonu ta roslina moze by¢ podstawowym Zrédtem jego pozyskiwania, ze
wzgledu na wysoka zawarto$¢ i prostote procedur ekstrakcji. Ponadto w zielu
stwierdzitem obecnos$¢ znaczacych iloSci karnozolu i kwasu karnozowego, zwigzkéw o
duzym potencjale leczniczym, co tym bardziej czyni ten gatunek godnym
zainteresowania. Natomiast Salvia glutinosa to europejski gatunek prawie nie znany
ziotolecznictwu, a jak wykazaty moje badania rowniez bogaty w aktywne zwigzki m.in.
kwas rozmarynowy, i tanszinony. Analizujagc wyniki mojej pracy mozna stwierdzi¢, iz
gatunek ten, fatwo dostepny w Europie, po dalszych badaniach mégtby by¢ réwniez
uzywany jako zrédto roslinnych substancji leczniczych. Wyniki zostaty opublikowane
oraz prezentowane na wielu zagranicznych i krajowych wystgpieniach naukowych., K15,
K17, K18, K20. Wszystkie badane wyciggi zostaty tez skontrolowane pod katem
dzialania mutagennego i antymutagennego, z wykorzystaniem testu Amesa na szczepie
TA100 Salmonella typhimurium, wzgledem wzorcowego mutagenu chemicznego NQNO.
Zaden z analizowanych ekstraktow w teécie krazkowo-dyfuzyjnym nie dziatat
mutagennie. Tylko gatunek Perovskia atriplicifolia w teScie antymutagennym wyraZnie
uszkadzat komorki bakterii  Salmonella  typhimurium  w wyniku dziatania
cytotoksycznego. Wyja$nienie komutagennego dziatania analizowanych ekstraktow
wymaga rozszerzenia tych badan na inne szczepy i rodzaje mutagenéw, po to by lepiej
poznac te mechanizmy.

b. Dziatalnosé¢ naukowo badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Po obronie pracy doktorskiej w lutym 2013 roku, moje dziatania naukowe wigzaty sie
gtownie z analizami HPLC-MS, oraz testami biologicznymi, ktore przeprowadzane sg w
mojej macierzystej katedrze. Jednocze$nie zainteresowatem sie metabolomikg roslin w
ktorej do analiz wykorzystuje sie metody spektralne HPLC-HRMSi NMR. W 2014 roku
rozpoczatem staz podoktorski w ramach stypendium finansowanego grantem
Narodowego Centrum Nauki - Fuga w laboratorium Biochemii i Jakos$ci Plonow w
Instytucie Upraw Nawozenia i Gleboznawstaw w Putawach . Moim opiekunem byta Pani
prof. Anna Stochmal. Jako post-doc uczytem sie analiz metabolomicznych na wybranych
roslinach leczniczych ( Perovskia atriplicifolia, Salvia miltiorrhiza, Salvia przewalskii,
Salvia glutinosa, , Belamcanda chinensis, Scutellaria baicalensis) w oparciu o analityczne
techniki spektroskopowe NMR i spektralne MS, oraz wielowymiarowej analizy
zmiennoS$ci, wtérnych metabolitow roslinnych pod wpltywem czynnikéw biotycznych i
abiotycznych. Wiodacym eksperymentem biologicznym byty badania z uzyciem
systeméw do upraw bezglebowych (aeroponicznych). W tym doswiadczeniu
wyselekcjonowatem 2 gatunki do dalszej uprawy Belamcanda chinensis oraz Salvia
Przewalskii jako najbardziej obiecujace w uprawie catorocznej. Prowadzitem réwniez
analize sezonowej zmiennos$ci metabolitow wtérnych w korzeniach tych roslin. Uzyskane
wyniki zaprezentowatem na czterech konferencjach miedzynarodowych i jednej krajowe;j
w formie 7 posteréw i jednej prezentacji ustnej, oraz dwoch publikacji naukowych. 05,
06 oraz K27, K28, K29, K30, K33, K36, K38

Wymiernym efektem jaki osiggnatem dzieki przeprowadzonym badaniom w
zakresie réznic metabolomicznych miedzy gatunkami Perovskia atriplicifolia oraz
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Perovskia abrotanoides,  jest praca eksperymentalna z analizy poréwnawczej
transkryptomiki tych gatunkéw rodzaju Perovskia , ktéra byta realizowana przez Panig
Dr. Monike Bieleckg z Zaktadu Biotechnologii Wydziatu Farmacji we Wroctawiu. Czes¢
tych wynikéw, ktorych jestem wspdtautorem ukazata sie juz w formie publikacji 020,
021 i doniesien konferencyjnych K43, K45, reszta jest w fazie przygotowania do
publikacji.
W tym samym czasie, w ramach wieloletniej wspo6tpracy miedzynarodowej Katedry
Biologii i Botaniki Farmaceutycznej z Centrum Biotechnologii Morskiej Uniwersytetu
Algarve (Portugalia) bratem udziat w kompleksowych projektach badania roslin
ekstremofilnych, jako Zrédta wysoce aktywnych biologicznie substancji. M6j udziat w tych
badaniach opiera sie na wykonywaniu i interpretacji analiz metabolomicznych materiatu
ros$linnego (UHPLC-MS), w tym polifenoli gatunku Polygonum maritimum, a wyniki
zawarte s3 w publikacjach 09,012,013, 023.
Wykonywatem takze szereg analiz w celu identyfikacji jako$ciowej i iloSciowej zwigzkow
z grupy, fenolokwasow, flawonoiddw, diterpenéw, oraz saponin dla réznych mieszanin
roslin w formulacji paszowej. W tym zakresie $cisle wspéipracuje z panem prof. Adamem
CieSlakiem z Katedry Zywienia Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
Wspolnie opublikowaliSmy wiele prac dotyczacych analiz fitochemicznych roslin, w tym
ro$lin leczniczych wchodzacych w sktad mieszanek paszowych dla zwierzat 08, 011,
016,017,019, 025
Miedzy innymi, analizowatem profil fitochemiczny gatunku Coleus amboinicus. Lour 07
czy Paulovnia hybrid 018, 024, Kkorzystajac z techniki HPLC/MS. We wszystkich tych
pracach zajmowatem sie analizami i interpretacjg wynikow uzyskanych metodg LC-MS.
W mniejszym stopniu przeanalizowano materiat roslinny pochodzacy z gatunku
Stevia rebaudiana, poniewaz jego duza zmienno$¢ w uprawie nie pozwolita na uzyskanie
satysfakcjonujgcych wynikéw , praca wynaga dodatkowych badan i jak do tej pory wyniki
zostaly zaprezentowane na konferencjach K24, K37. Przeprowadzitem réwniez analize
poréwnawcza profilu fitochemicznego kawy réznego pochodzenia , a wyniki zostaty
opublikowane 022.
Cze$¢ uzyskanych wynikow zostata juz opublikowana, pozostate sg w trakcie
interpretacji i bedg opublikowane w niedalekiej przysztosci.

Petitem tez funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim Pani Izabeli
Nawrot-Hadzik, bralem tez udzial w jej badaniach nad profilem fitochemicznym i
bioaktywnoscia przeciwdrobnoustrojowg i  przeciwutleniajagca  zwigzkow
fenylopropanoidowych, stilbenéw i antrachinon6w w roslinach z rodzaju Reynoutria, a
uzyskane wyniki zostaty opublikowane 014. Przeprowadzitem réwniez analize HPLC-MS
z ktaczy roSliny Anemarrhenae asphodeloides , bagatej w mangiferyne z grupy
ksantondw, a uzyskane wyniki zostaty opublikowane 015.

W ramach podjetej doraznie wspotpracy z odziatem ratunkowym szpitala
uniwersyteckiego, opracowatem metode HPLC-MS, umozliwiajaca identyfikacje toksyn
cisu pospolitego Taxsus bacata i ich metabolitow w ptynach ustrojowych, tresci
zotadkowej i odwarach. Opracowanie tej metody byto spowodowane koniecznoScia
natychmiastowego potwierdzenia obecnosci tych substancji w przebiegu zagrazajacego
Zyciu zatrucia samobdjczego odwarem z cisowych lisci. Wyniki tych prac, uzupetniajacych
toksykologiczne studium przypadku, ukazaty sie w formie publikacji 04.
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Slusarczyk S., Skalicka-Wozniak K., Pawtowska K, Matkowski A., Phenolic Acids And
Flavonoids In Three Lycopus Species And Their Antioxidants Potency W: Young
Scientists Meeting "Future Trends In Phytochemistry In The Global Era Of Agri-Food
And Health". Murcia (Spain), May 12th-14th, 2009.

§lusarczyk S., Wozniak D., Matkowski A., Plitzko I, Hamburger M., Isolation And
Purification Of Two Isoflavones (Tectoridin And Iridin) From Belamcanda Chinesis,
Iridaceae, Swiss Pharma Science Day 2009. Bern, 2. September 2009

Jamiotkowska W., Slusarczyk S., Matkowski A. Gc-Ms Analysis Of Commercial Freshly
Hydrodistilled Juniper And Scots Pine Essential Oils. W: 7th International Symposium
On Chromatography Of Natural Products Joined With 6th International Symposium
Of The International Society For The Development Of Natural Products "The
Application Of Analytical Methods For The Development Of Natural Products". Lublin
(Poland), June 14-17, 2010

§1usarczyk S., Zielinski P., §wierczyr’15ki M., Hamburger M., Matkowski A., Antioxidant
Tannins From Docks - Extraction And Chromatographic Analysis Of Hydrolapathi
Radix.. W: 7th International Symposium On Chromatography Of Natural Products
Joined With 6th International Symposium Of The International Society For The
Development Of Natural Products "The Application Of Analytical Methods For The
Development Of Natural Products”. Lublin (Poland), June 14-17, 2010

§1usarczyk S.,, Kocyba ], Paturi B, Wozniak D., Matkowski A. Bioactivity Of
Tanshinones And Rosmarinic Acid From Roots Of Perovskia Atriplicifolia. Conference
Of Bioactive Plant Compounds - Structural And Applicative Aspects. Putawy, Poland,
September 12nd-14th, 2011.

Nawrot I, Zmora P., Szumacher-Strabel M., Matkowski, A., Slusarczyk S., Pers-
Kamczyc E., CiesSlak A., Would Sanguisorbae Radix Protect The World From
Greenhouse Effect? The Effect Of Gallotannin-Enriched Fraction On In Vitro
Methanogenesis In Rumen Fluid. 8th International Symposium On Chromatography
Of Natural Products "The Application Of Analytical Methods For The Development Of
Natural Products”. Lublin (Poland), May 17-20, 2012

Nawrot 1., Zmora P., Szumacher-Strabel M., Nawrot A., Slusarczyk S., Pers-Kamczyc E.,
Cieslak A. Matkowski A. The Effect Of Gallotannin-Enriched Fraction From
Sanguisorba Officinalis On In Vitro Methanogenesis In Rumen Fluid.. 10th
International Symposium On Pharmaceutical Sciences ,Ankara, Turkey, June 26-29,
2012.

Slusarczyk S., Adams M., Matkowski A., Zimmermann S., Kaiser M., Brun R., Kulbacz
A., Hamburger M., Tanshinones From Salvia Glutinosa And Their Antiprotozoal
Activity 8th International Symposium On Chromatography Of Natural Products "The
Application Of Analytical Methods For The Development Of Natural Products”. Lublin
(Poland), May 17-20, 2012.
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K14.

K15.

K16.

K17.

K18.

K19.

K20.

K21.

K22.

K23.

Slusarczyk S., Wozniak D., AdamsM., Hamburger M, Zimmermann S., Kocyba ]J.,.
Miroliaei M, Matkowski A., Perovskia Ornamental Variety As A Source Of Bioactive
Tanshinones And Rosmarinic Acid. 8th International Symposium On
Chromatography Of Natural Products "The Application Of Analytical Methods For The
Development Of Natural Products”. Lublin (Poland), May 17-20, 2012.

Slusarczyk S., Wozniak D, Adams M., Hamburger M., Zimmermann S., Kocyba ],
Mirolyaei M., Matkowski A., Bioactivity Of Diterpenoid Quinones And Rosmarine Acid
From Cultivated Perovskia Atriplicifolia.. 10th International Symposium On
Pharmaceutical Sciences (Isops-10). Ankara, Turkey, June 26-29, 2012.

Nawrot I., Jzierska-Domaradzka A., Nawrot A, Slusarczyk S., Matkowski A,
Allelopathic And Antioxidant Properties Of Tannin Fractions From Two Tcm Herbs -
Polygoni Cuspidati Rhizoma And Sanguisorbae Radix. 2nd International Conference
And Workshop "Plant - The Source Of Research Material". Lublin, 18-20.10.2012.

Slusarczyk S., Adams M., Hamburger M. Zimmermann S., Matkowski A. Red
Tanshinones - Promising Constituents Against Trypanosoma Protozoan. W:
International Conference On Natural Products Utilization "From Plants To Pharmacy
Shelf". Bansko, Bulgaria, 3-6 November 2013

Slusarczyk S, Tomaszewska ., Kichimasova Y.S., Matkowski A., Red And Healthy-On
Phytochemistry And Bioactivity Of Tanshinones, 11th International Ethnobotany
Symposio. Antalya (Turkey), November 2-5, 2013.

Slusarczyk S., Zielinski P., Swierczynski M., Nawrot I, Matkowski A., Wozniak D.,
Docks As Source Of Antioxidants-Polyphenol Content And Antioxidant Activity Of
Roots From Three Wild Rumex Sp.Emir.].Food Agric. 2013 Vol.25 Suppl. S.72 Poz.Pp-
144, 11th International Ethnobotany Symposio. Antalya (Turkey), November 2-5,
2013.

Slusarczyk S., Adams M, Hamburger M., Zimmermann S., Kacprzak E., Kulbacz A.,
Tomaszewska ], Matkowski A., Czerwone Dla Swidrowcéw - Tanszinony z rodzajéw
Salvia i Perovskia oraz ich aktywno$¢ przeciwpierwotniakowa.W: lii Krajowa
Konferencja "Naturalne Substancje Ros$linne Aspekty Strukturalne I Aplikacyjne".
Putawy, 4-6 Wrze$nia 2013

Nawrot ., Sokotowski P., Slusarczyk S., Topolski ].,. Kucharski M, [Nna] Jezierska-
Domaradzka A. Domaradzki K., Matkowski A., Antrachinony w inwazyjnych
gatunkach rodzaju Fallopia , Krajowa Konferencja "Naturalne Substancje RoSlinne
Aspekty Strukturalne I Aplikacyjne". Putawy, 4-6 Wrze$nia 2013

Nawrot I., Sokotowski P., Topolski J., Slusarczyk S., Kucharski M., Hadzik ]., Matkowski
A., Anthraquinones In The Invasive Species Of Fallopia.. 3rd International Conference
And Workshop "Plant - The Source Of Research Material". Lublin, Poland, 16th-18th
October 2013

Nawrot 1., Sokolowski P., Slusarczyk S, Topolski J.,, Kucharski M., Jezierska-
Domaradzka A, Domaradzki K., Matkowski A., WoZniak D., Anthraquinones In The
Invasive Giant Knotweeds (Fallopia Sp.-Polygonaceae) From Poland. 11th
International Ethnobotany Symposio. Antalya (Turkey), November 2-5, 2013.
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K24.

K25.

K26.

K27.

K28.

K29.

K30.

K31.

K32.

K33.

K34.

Slusarczyk S., Libik M., Michalec Z., Czapecka E., Skarbek P., Topolski J., Domaradzki
K., Matkowski A., Analysis Of Steviol Glycosides And Antioxidant Polyphenols In
Micropropagated Stevia Rebaudiana Using Uplc/Ms/Ms Young Scientists Meeting
"Trends In Natural Products Research". Olomouc, Czech Republic, June 23-25, 2014

Matkowski A., Jezierska-Domaradzka A. Nawrot [, Domaradzki K. Goigb K,
Dotowacka A., Gburek J., Slusarczyk S., WozZniak D., Noxious But Useful - Invasive
Plants As Source Of Bioactive Compounds. The Case Of Fallopia And Solidago.. W: 4th
International Conference And Workshop "Plant - The Source Of Research Material".
Lublin, 20-23.09.2015.

Matkowski A., Aminjafari A., Miroliaei M., Rahimalek M., Slusarczyk S., Phytochemical
composition and bioactivity of extracts from two Perovskia species. 2nd International
Conference on Natural Products Utilization "From plants to pharmacy shelf". Plovdiv,
Bulgaria, 14-17 October 2015, s.223 poz.PP133.

Slusarczyk S., Pecio L., Stochmal A., Matkowski A., Three New Natural Compounds
Isolated From Perovskia Atriplicifolia Roots. W: Trends In Natural Products Research
: AYoung Scientists Meeting Of Pse And lung-Pib. Putawy, Poland, 30th May - 2nd June
2016.

Slusarczyk S., Pawlikowska A., Jaspinska J., Stochmal A., Domaradzki K., Matkowski
A., Silicon Modulates Salt-Stress Response In Medicinal Plants W: 2nd International
Young Scientists Symposium "Plants In Pharmacy And Nutrition". Wroclaw, 15-17
September 2016.

Slusarczyk S., Practical Aspect Of Using Metabolomic Approach In Medicinal Plants
Analysis. W: 2nd International Young Scientists Symposium "Plants In Pharmacy And
Nutrition". Wroclaw, 15-17 September 2016.

§1usarczyk S., Pecio t, Stochmal A, Jaspiniska ]., Rahimmalek M., Matkowski A., Nmr
And Lc-Tof-Ms Metabolomic Analysis Reveals Inter- And Intraspecific Variation And
Osmotic Stress Response Of Chemical Profile In Perovskia Species. 9th Joint Meeting
Of Aferp, Asp, Ga, Jsp, Pse & Sif. Copenhagen, Denmark, July 24-27, 2016. Abstracts.
Toz: 9th Joint Natural Products Conference 2016.

Matkowski A., Zielinska S., Libik-Konieczny M., Konieczny R. Koztowska W,
glusarczyk S., How Stressed Plants Can Help Stressed Humans? On The Role Of
Oxidative Stress Response In Biosynthesis Of Bioactive Metabolites. The 12th
National Symposium With International Participation "Medicina Plants - Present And
Perspectives". Piatra Neamt, Romania, September 6-9, 2016

Nawrot-Hadzik 1., Szandruk M., Kazana A, Slusarczyk S., Matkowski A., Antioxidant
Properties Of The Sanguisorbae Herba And Sanguisorbae Radix Extracts.. W: The 12th
National Symposium With International Participation "Medicina Plants - Present And
Perspectives". Piatra Neamt, Romania, September 6-9, 2016

glusarczyk S., Jaspinska J., Surma M., Matkowski A., Stochmal A., Domaradzki K.,
Aeroponic Cultivation Of Asian Medicinal Plants.2nd International Young Scientists
Symposium "Plants In Pharmacy And Nutrition". Wroclaw, 15-17 September 2016.

Wozniak D., Slusarczyk S., Nowak M., Szumera M. Matkowski A. Goldenrod -
comparison of Solidago canadensis L. and Solidago gigantea Ait. W: 2nd International
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K35.

K36.

K37.

K38.

K39.

K40.

K41.

K42,

K43.

Young Scientists Symposium "Plants in pharmacy and nutrition". Wroclaw, 15-17
September 2016. Book of abstracts Wroctaw 2016

Kobusiak-Prokopowicz M., Marciniak A, Slusarczyk S., Sciborski K., Stachurska R.,
Matkowski A., Mysiak A., Intensive cardiac care in a patient intoxicated with Taxus
baccata. Resuscitation 2016 Vol.106 suppl.1 s.e25 poz.AP007, Resuscitation 2016 -
ERC Congress on Education. Reykjavik (Iceland), 24-25 September 2016.

Slusarczyk S., Sezer Senol F., Matkowski A., Perez Garrido A., Giron Rodriguezd F.,
Ceron-Carrasco J.P., Den Haan H., Pena Garcia |., Perez Sanchez H., Erdogan 1.0rhan,
Kowalczyk M., Stochmal A.. Selective In Vitro And In Silico Butyrylcholinesterase
Inhibitory Activity Of Diterpenes And Polyphenols From Traditional Asian Medicinal
Plants, 65th International Congress And Annual Meeting Of The Society For Medicinal
Plant And Natural Product Research. Basel, Switzerland, 3-7 September 2017

Libik M., Wozniak D., Capecka E., Michalec 7., tagiewka K., Mura E,, §lusarczyk S.,
Matkowski A., Influence Of Cultivation Conditions And Stress Treatment On
Polyphenol Profile And Antimutagenic Activity Od Stevia Rebaudiana. 3rd
International Conference On Natural Products Utilization "From Plants To Pharmacy
Shelf". Bansko, Bulgaria, 18-21 October 2017

Slusarczyk S., Jaspinska ], Pecio t.,. Stochmal A, Gille E., Matkowski A., Diversity Of
Diterpenoids And Polyphenols In Salvia Glutinosa L. Analyzed Using Targeted
Metabolomics Based On Lc-Qtof-Ms And 1h-Nmr, 65th International Congress And
Annual Meeting Of The Society For Medicinal Plant And Natural Product Research.
Basel, Switzerland, 3-7 September 2017.

Wozniak D., Slusarczyk S., Domaradzki K., Matkowski A., Comparison Of Polyphenol
Profile And Antimutagenic And Antioxidant Activities In Two Species Used As Source
Of Solidaginis Herba - Goldenrod Herb. 3rd International Conference On Natural
Products Utilization "From Plants To Pharmacy Shelf". Bansko, Bulgaria, 18-21
October 2017

Wozniak D., Beben M., Slusarczyk S., Matkowski A., Antioxidant And Antimutagenic
Activity Of Main Isoflavones, Xanthones, And Stilbenes From Belamcandae Chinensis
Rhizoma.. 3rd International Conference On Natural Products Utilization "From Plants
To Pharmacy Shelf". Bansko, Bulgaria, 18-21 October 2017

Stochmal A., Cie$lak A, Slusarczyk S., Kowalczyk M., Pecio t, Yanza Y.R, Min G,
Bryszak M., Rodriguez V. R., Szumacher-Strabel M. Potential of bioactive substances
of Perovskia artiplicifolia Benth. roots to modulate ruminal fiber degradability and
methanogenesis. 2nd International Symposium on Phytochemicals in Food and
Medicine. Fuzhou, China, April 7-10, 2017. Abstracts, s.213-214 poz.P86, bibliogr. 2
poz.

Cieslak A., Slusarczyk S., Pecio L., Kowalczyk M., Szumacher-Strabel M., Yanza Y.R., Min
G., Bryszak M., Stochmal A.. Basic rumen parameters and methane production after
supplementing diet with roots of Scutellaria baicalensis Georgi. 2nd International
Symposium on Phytochemicals in Food and Medicine. Fuzhou, China, April 7-10,
2017. Abstracts, s.183-184 poz.P58, bibliogr. 1 poz.

Grzelka K,, Slusarczyk S., Surma M., Matkowski A., Izograndifoliol - Nor-Diterpenoid
[zolowany z gatunku Perovskia atriplicifolia Benth. O Aktywnos$ci Hamujacej
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Butyrylocholinoesteraze Iv 0Ogdélnopolska Konferencja Naukowa "Wspotczesne
Zastosowanie Metod Analitycznych W Farmacji [ Medycynie". Wroctaw, 12 Kwietnia
2019

K44. Kapelanczyk K., Pencakowski B., Niezgoda S., Koztowska W., Slusarczyk S., PreschaA,,
Matkowski A., Application Of Matrix Solid-Phase Dispersion For Hplc Analysis Of
Polyphenol Profile In 50-Years Old Herbarium Specimens Of Polygonum Aviculare.
67th International Congress And Annual Meeting Of The Society For Medicinal Plant
And Natural Product Research (Ga). Innsbruck, Austria, September 1-5, 2019

K45. Stafiniak M., Koztowska W., Pencakowski B., Buluk M,, Slusarczyk S., Matkowski A.,
Rahimmalek M., Bielecka M., Variation Of Phenolic Compounds And Expression Of
Phenylpropanoid Biosynthetic Genes In Two Medicinal And Aromatic Species Of
Salvia Subg. Perovskia, 67th International Congress And Annual Meeting Of The
Society For Medicinal Plant And Natural Product Research (Ga). Innsbruck, Austria,
September 1-5, 2019

K46. Bielecka M., Zielinska S., Pencakowski B., Stafiniak M., Slusarczyk S., Prescha A,
Matkowski A., Age-Related Variation In Polyphenol Contentand Expression Of
Phenylpropanoid Biosynthetic Genes In A Medicinal And Aromatic Perennial
Agastache Rugosa 67th International Congress And Annual Meeting Of The Society
For Medicinal Plant And Natural Product Research (Ga). Innsbruck, Austria,
September 1-5, 2019.

Prezentacja ustna na konferencjach krajowym i miedzynarodowych

2013 ,Red tanshinones of the Salvia and Perovskia genera and their antiprotozoal
activity. "3rd National Conference" Natural plant substances - structural and application
aspects ” Putawy 4-6 wrze$nia, (I nagroda za najlepsza prezentacje)

2015 ,Metabolomic approach with the analysis of a selected TCM medicinal plant "during
8th International Metabolomics Workshop, Natural Products Laboratory Institute of
Biology Leiden University, Holand 13-17 kwietnia

2016 ,The practical aspect of using metabolomic approach in the analysis of medicinal
plants ", II International Symposium for Young Scientists" Plants in pharmacy and
nutrition ". medicinal . Wroctaw, 15-17 wrzes$nia

2017 ,Practical aspects of the use of metabolomics in the analysis of medicinal plants
focused on root samples of aeroponically grown plants. XV Congress of the Italian Society
of Phytochemistry and the 1st International Congress of Edible, Medicinal and Aromatic
Plants, , Pisa, Italy 28-30 czerwca

Najwazniejsza wspoétpraca naukowa

W1. Wspoétpraca z Prof Matthiasem Hamburgerem ( Department of Pharmaceutical
Biology, University of Basel, Switzerland) w zakresie badan parazytologicznych
nad zwigzkami pochodzenia ros$linnego (Salvia miltiohrriza, Salvia yangi,
Arthemisia herba alba).
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W2. Wspétpraca z Prof. Adamem Cieslakiem ( Katedra Zywienia Zwierzat, Wydzial
Medycyny Weterynaryjnej z Poznania) w zakresie analiz HPLC-MS, identyfikacji
jakoSciowej i iloSciowej wielu roslin leczniczych o potencjalnym wykorzystaniu w
zywieniu zwierzat.(Coleus amboinicus, Paulovnia hybrid i inne)

W3. Wspodtpraca z Prof. Zorg Varadyova ( Institute of Animal Physiology, Centre of
Biosciences of Slovak Academy of Sciences,) w zakresie analiz HPLC-MS,
identyfikacji jakosciowej i ilosciowej wielu roslin leczniczych, (Thymus vulgaris,
Artemisia absinthium, Fumariae off., Malvaea neglecta, Coffe beens)

w4 Wspotpraca z Prof. Luisg Custdodio (Centre of Marine Sciences, University of
Algarve, Faculty of Sciences and Technology, Faro, Portugal,) w zakresie analiz
HPLC-MS, identyfikacji jakoSciowej i iloSciowej Polygonum maritimum,

W5. Wspoétpraca z Prof. llkay E. Orhan (Department of Pharmacognosy, Faculty of
Pharmacy, Gazi University, Ankara, Turkey,) w zakresie analiz HPLC-MS,
identyfikacji jakoSciowej i iloSciowej (Belamcanda chinesis, Perovskai atriplicifolia,
Salvia glutinosa)

W6. Wspobtpraca z dr. bukaszem Pecio z Zaktadu Biochemii i JakoSci Plonéw IUNG
Putawy w zakresie analiz jakoSciowych i ilosciowych metodg HPLC-MS, oraz
identyfikacji jakosciowych technika NMR zwigzkéw pochodzenia naturalnego.

W7. Wspobtpraca z dr. Monika Bielecka z mojej macierzystej katedry w zakresie analiz
HPLC-MS, identyfikacji jakoSciowej i iloSciowej (Agastachea rugosa, Salvia yangi)

W8.  Wspdipraca z dr. Matgorzata Kobusiak-Prokopowicz z katedry Kardiologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu w zakresie analiz HPLC-MS,
identyfikacji jakosciowej i iloSciowej (Taxus baccata)

Udziat w projektach badawczych

kierownik projektu SONATA nr 2020/39/D/NZ9/01402 finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki, , Elektroporacja pulsacyjna jako innowacyjna metoda w
procesie tzw. dojenia korzeni, wykorzystana w adaptacji upraw roslin leczniczych w
warunkach bezglebowych” 2021-2024

gtowny wykonawca - doktorant w grancie promotorskim nr 2012/07 /N/NZ7 /02420
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt.: ,Nowe zwigzki biologicznie czynne
w ros$linach leczniczych z rodzajow Artemisia i Salvia” 2010-2013

wykonawca w projekcie OPUS nr 2012/05/B/NZ9/1035 finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki ,Wptyw stresu oksydacyjnego na synteze glikozydéw
stewiolowych w roslinach Stevia rebaudiana Bertoni.” 2013-2016- wykonawca projektu

wykonawca projektu 2006-2008; ST-264/AM/2006; ,Antyoksydacyjne wiasciwosci
polifenoli izolowanych z wybranych roslin tradycyjnej medycyny dalekowschodniej -
Codonopsis sp, Rehmannia sp, Salvia sp." - projekt badan statutowych Akademii
Medycznej we Wroctawiu -
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kierownik projektu 2007-2009; 1655/2007/AM; , Analiza fitochemiczna sktadnikéw
fenolowych z gatunku Lycopus lucidus Turcz. Ex Bentham oraz ocena wtasciwosci
antyoksydacyjnych uzyskanych ekstraktow” projekt badan statutowych Akademii
Medycznej we Wroctawiu

wykonawca projektu 2009-2011; ST-411/AM/2009; ,Badania wtasciwosci
biologicznych wybranych surowcéw roslinnych bogatych w tanoidy oraz roS$lin
dwupiennych - projekt badan statutowych Akademii Medycznej we Wroctawiu -

Staze naukowe

Staze krajowe naukowe:

2014-2017 (Fuga- NCN) nr 2014/12/S/NZ9/00715 Krajowy Staz Naukowy po
uzuskaniu stopnia dr. ,, Analiza metabolomiczna wybranych roslin leczniczych w oparciu
o analityczne techniki spektroskopowe NMR oraz spektralne MS. Wielowymiarowa
analiza zmienno$ci, wtérnych metabolitéw roslinnych pod wptywem czynnikéw
biotycznych i abiotycznych”, realizowany w w laboratorium Biochemii i JakoS$ci Plonéw
w Instytucie Upraw Nawozenia i Gleboznawstaw w Putawach.

2007-Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Katedra i Zaktad Farmakognozji pod
kierownictwem Prof. K. Gtowniaka, Staz Ministerstwa Zdrowia (1 miesigc)
2008-Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, K. [ Z. Botaniki Farmaceutycznej i
Biotechnologii Roslin pod kierownictwem Prof. ]. Budzianowskiego. Staz Ministerstwa
Zdrowia (1 miesigc)

Staze zagraniczne naukowe:

2009-(6 miesiecy) Laboratorium Biologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Bazylei,
Szwajcaria pod kierownictwem Prof. dr Matthiasa Hamburgera, stypendium naukowe
programu EU "Human Capital”

2012-(miesiagc) Laboratorium Biologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Bazylei,
Szwajcaria pod kierownictwem Prof. dr Matthiasa Hamburgera , w tym czsie
zajmowatem sie analizg HPLC-MS oraz identyfikacjg wyizolowanych zwigzkéw z
S.milthiorriza i P.atriplicifolia.

W ramach programu Erasmus plus zostatem zakwalifikowany do wyjazdu na staz
szkoleniowy , ktory odbedzie sie w 2022 roku w czerwcu w Szwecji na Uniwersytecie
LUND (przedwstepna umowa partnerska jest podpisana) .

Kursy i szkolenia

2009- odbytem semestralny kurs “NMR in Drug Discovery” prowadzony przez Instytut
Farmacji Molekularnej w Bazylei w Szwajcarii, pod kierunkiem dr Braiana Cuttinga

2015- “8th International Metabolomics Workshop Basics and applications to Plant
Sciences”, Laboratorium Produktéw Naturalnych Instytut Biologii Uniwersytet w Leiden
, Holandia, 3 tygodnie

2005-2021 Bratem udzita w wielu naukowych szkoleniach w ramach ciggtego
ustawicznego doksztatacania farmaceutow.
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Nagrody i stypendia za dziatalnos¢ naukowa

2009, czerwiec - stypendium konferencyjne Phytochemical Society of Europe na udziat
w konferecji PSE "Future trends in phytochemistry in the global era of agri-food and
health". Murcia, Spain.

2009 6 miesieczne stypendium naukowe w ramach ,Programu rozwoju Akademii
Medycznej we Wroctawiu” (Projekt wspétfinansowany przez Unie Europejskg w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego)

2012, Indywidualna Nagroda Rektora I stopnia za wazne i tworcze osiggniecia w pracy
naukowej za cykl 3 prac naukowych dotyczacych aktywnosci biologicznej zwigzkéw
wyizolowanych z ro$lin leczniczych

2013 I nagroda za najlepsza prezentacje plakatowa , III Ogélnopolska Konferencja
Putawy 4-6 wrze$nia

2018, Nagroda Rektora Zespotowa Il stopnia za wazne i tworcze osiggniecia w pracy
naukowej,

2019, Indywidualna Nagroda Rektora II stopnia za wazne i tworcze osiggniecia w pracy
naukowej,

2019, Nagroda Rektora Zespotowa Il stopnia za wazne i tworcze osiggniecia w pracy
naukowej,

2020, Indywidualna Nagroda Rektora I stopnia za wazne i tworcze osiggniecia w pracy
naukowej, za cykl 3 prac naukowych dotyczacych analizy jakoSciowej i iloSciowej
zwigzkdow naturalnych.

Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

Society for Medicinal Plant and Natural Product Research Gesellschaft fiir Arzneipflanzen-
und Naturstoff-Forschung e.V. (GA)

Phytochemical Society of Europe (PSE)
Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne (PTFARM)

Dziatalno$¢ organizacyjna

0d 2020 roku jestem w sktadzie Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu, w ramach ktorej jestem cztonkiem dwoch komisji:
ds. Finansowania Badan Naukowych i Prac Rozwojowych , oraz komisji do
przeprowadzenia postepowan konkursowych na stanowiska nauczycieli akademickich w
grupie badawczej.

Recenzje prac naukowych
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Przeprowadzitem recenzje ponad 40 oryginalnych prac eksperymentalnych i prac
przegladowych dla czasopism miedzynarodowych z IF, w tym dla Molecules, Metabolites,
International Journal of Molecular Sciences, Cells, Foods, Chemistry&Biodiversity,
Applied Sciences, Frontiers, Food Chemistry, Industrial Crops&Products, Antioxidants,
Phytochemical letters, Nutrients, Pharmaceuticals, Phytochemical analysis, Acta Poloniae
Pharmacetica, Veterinarni Medicina,

Podsumowanie osiggnie¢ naukowo-badawczych

Sumaryczne zestawienie catego dorobku naukowego
Moj dorobek naukowy to:
36 publikacje z czego:

e 6 prace przypadaja na okres przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora (w tym 3 z
IF), a 30 po jego uzyskaniu (30 z IF)

¢ 30 prac to oryginalne prace twdrcze z listy JCR oraz 6 spoza listy JCR,

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

0Od 2005 roku biore czynny udziat zar6wno w prowadzeniu, jak i organizowaniu zajec
dydaktycznych odbywajacych sie w Katedrze Biologii i Botaniki Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Prowadze ¢wiczenia z Biologii, Botaniki
Farmaceutycznej dla studentéw I roku Farmacji i Analityki Medycznej, oraz zajecia
fakultatywne: Praktyczne oznaczanie roslin leczniczych, Praktyczne metody identyfikacji
ros$lin i grzybow toksycznych. Problemy chemotaksonomii ro$lin zielarskich.

Promotor prac magisterskich:

Bytem promotorem sze$ciu prac magisterskich eksperymentalnych (2013-2021),
opiekunem o$miu prac magisterskich eksperymentalnych w latach (2005-2012).

Recenzje prac magisterskich:

Wykonatem recenzje siedmiu prac magisterskich eksperymentalnych.

Opieka nad studentami odbywajgcymi staze krajowe i zagraniczne

Pemhitem funkcje opiekuna prac doswiadczalnych, wykonywanych przez studentéow z
Indii, Niemiec, Turcji, Iranu i Ukrainy, odbywajacych staze w ramach praktyk IPSF i
programu Erasmus.

Bytem w komitecie organizacyjnym 2 konferenciji

6 - 8 wrzednia 2017 Czwarta edycje cyklicznej Krajowej Konferencji
,Naturalne substancje roslinne - aspekty strukturalne i aplikacyjne”. Putawy

Trends In Natural Products Research : A Young Scientists Meeting Of Pse And Iung-Pib.
Putawy, Poland, 30th May - 2nd June 2016.
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Inna dziatlnosc popularyzujgca nauke

W 2010 r. bratem czynnny udzita w organizowaniu i prowadzeniu warsztatéw dla dzieci
,S0l pieprz, oregano po co aptekarzowi przyprawy” w ramach Uniwersytetu Dzieci,

W 2014 r. w ramach DolnoS$lgskiego Festiwalu Nauki prowadzitem wyktady i warsztaty
dla uczestnikéw , organizowanych w muzeum Farmacji we Wroctawiu.

W 2018 prowadzitem swdj autorski program dla dzieci ze szkoty w Lace Prudnickiej ze
znajomosci i zagrozen stosowania roslin w potaczeniu z warsztatami z ziotolecznictwa
aptecznego.
https://www.facebook.com/media/set?vanity=Tygodnik.Prudnicki&set=a.2237458952
948728

W pazdzierniuku 2021 prowadzitem warsztaty laboratoryjne pt’Chemotaksonomia
roslin leczniczych” dla kalsy patronackiej z Liceum Ogoélnoksztatcagcego nr VII im.
K.K.Baczynskiego we Wroctawiu.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne
informacje, wazne

i i i i i i. Signed by /
z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej DI by ez

Sylwester
Slusarczyk

Date / Data:
2021-11-19 12:42

(podpis wnioskodawcy)
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Wykaz osiagnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowiacych znaczny wklad w
rozwoj okreslonej dyscypliny

[. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH,
0 KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY

Cyvkl powiazanych tematycznie artykutéw naukowvych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b
Ustawy;

. P-1. Slusarczyk, S., Topolski, J., Domaradzki, K., Adams, M., Hamburger, M. & Matkowski,
A. 2015, "Isolation and fast selective determination of nor-abietanoid diterpenoids from
perovskia atriplicifolia roots using LC-ESI-MS/MS with multiple reaction monitoring",
Natural Product Communications, vol. 10, no. 7, pp. 1149-1152.

IF: 0.88

Pkt. MNiSW: 20

Udziat wtasny: Opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie badan. Wykonanie
ekstarktow, rozdzialy chromatograficzne, izolacja diterpendw i ich oczyszczanie.
Walidacja metody LCMS. Ocena iloSciowa gtéwnych diterpendw w ekstrakcie. Napisanie
pracy, opracowanie czesci graficznej, wspétudziat w korekcie edytorskiej pracy.

P-2. Slusarczyk, S., Sezer Senol Deniz, F., Abel, R, Pecio, L., Pérez-Sanchez, H., Cerén-
Carrasco, J.P., Den-Haan, H., Banerjee, P., Preissner, R, Krzyzak, E., Oleszek, W., Orhan,
LE. & Matkowski, A. 2020, "Norditerpenoids with selective anti-cholinesterase activity
from the roots of perovskia atriplicifolia benth.", International Journal of Molecular
Sciences, vol. 21, no. 12, pp. 1-18

IF: 5.92

Pkt. MEiN: 140

Udziat wtasny: Opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie badan. Wykonanie
ekstarktow, rozdzialy chromatograficzne, izolacja zwiqzkdéw i ich oczyszczanie,
identyfikacja otrzymanych zwigzkéw. Analizy HPLC-MS, interpratacja uzyskanych
wynikdéw. llosciowa analiza dla izolowanych zwiqzkdw z ekstraktu. Napisanie pracy,
opracowanie czesci graficznej, wspotudziat w korekcie edytorskiej pracy.

. P-3.§lusarczyk, S., Senol Deniz, F.S., Wozniak, D., Pecio, Pérez-Sanchez, H., Cerén-
Carrasco, J.P., Stochmal, A., den-Haan Alonso, H., Matkowski, A. & Orhan, LE. 2019,
"Selective in vitro and in silico cholinesterase inhibitory activity of isoflavones and
stilbenes from Belamcandae chinensis rhizoma", Phytochemistry Letters, vol. 30, pp. 261-
272.

IF: 1.45

Pkt. MNiSW: 70

Udziat wtasny: Opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie badan. Wykonanie
ekstarktow, rozdzialy chromatograficzne, izolacja zwiqzkdéw i ich oczyszczanie,
identyfikacja otrzymanych zwigzkéw. Analizy HPLC-MS, interpratacja uzyskanych
wynikéw. Napisanie pracy, opracowanie czesci graficznej, wspétudziat w korekcie
edytorskiej pracy.



4. P-4.Slusarczyk, S., Cieslak, A., Yanza, Y.R.,, Szumacher-Strabel, M., Varadyova, Z.,
Stafiniak, M., Wojnicz, D. & Matkowski, A. 2021, "Phytochemical profile and antioxidant
activities of Coleus amboinicus Lour. Cultivated in Indonesia and Poland", Molecules, vol.
26, no. 10.

IF: 4.41

Pkt. MEiN: 100

Udziat wtasny :Opracowanie koncepcji pracy, zaplanowanie badan. Wykonanie
ekstarktow, rozdzialy chromatograficzne. Analizy sprawdzajace potencjat oksydacyjny
ekstraktéw. Analizy HPLC-MS, interpratacja uzyskanych wynikéw. Analiza
wielowymiarowa danych. Napisanie pracy, opracowanie czesci graficznej, wspétudziat w
korekcie edytorskiej pracy.

5. P-5.Wozniak, D., Slusarczyk, S., Domaradzki, K., Drys, A. & Matkowski, A. 2018,
"Comparison of Polyphenol Profile and Antimutagenic and Antioxidant Activities in Two
Species Used as Source of Solidaginis herba - Goldenrod", Chemistry and Biodiversity,
vol. 15, no. 4.

IF: 1.44

Pkt. MNiSW: 25

Udziat wtasny : Wspdludziat w opracowaniu koncepcji pracy i zaplanowaniu badan.
Wykonanie ekstarktéw, rozdziaty chromatograficzne. HPLC-MS, interpratacja uzyskanych
wynikéw. Analiza wielowymiarowa danych i interpretacja wynikéw. Napisanie pracy,
opracowanie czesci graficznej, wspétudziat w korekcie edytorskiej pracy.

II. INFORMACJA O AKTYWNOSCI NAUKOWE] ALBO ARTYSTYCZNE]

Wvykaz  opublikowanych  monografii  naukowych (z  zaznaczeniem  pozycji

niewymienionych w pkt I.1).

Nie dotyczy

Wykaz opublikowanych rozdzialéw w monografiach naukowych.

Przed doktoratem

1. B1 Wozniak D., Ku$ P., Slusarczyk S., Matkowski A., Kigcze Belamcanda chinensis jako
zrodto biologicznie aktywnej mangiferyny (Mangiferin - the biologically active xanthone
from Belamcanda chinesis rhizomes). Substancje pochodzenia roslinnego oraz ich
zastosowanie w terapii naturalnej i kosmetyce Wroctaw (2008), Wyzsza Szkota
Fizjoterapii,

Po doktoracie

1. B2 Wozniak D., Nawrot-Hadzik 1., Kozlowska W., Slusarczyk S., Matkowski A. (2021)
Caffeoylquinic Acids. In: Xiao J., Sarker S.D., Asakawa Y. (eds) Handbook of Dietary
Phytochemicals. Springer, Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-15-4148-3_23

Informacja o cztonkostwie w redakcjach naukowych monografii.




Nie dotyczy

Wykaz opublikowanych artykutéw w czasopismach naukowych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt [.2).

Przed doktoratem

01 Slusarczyk S., Hajnos M., Skalicka-Wozniak K., Matkowski A. Antioxidant activity of
polyphenols from Lycopus lucidus Turcz, 2009, Food Chemistry, 113, 1,
10.1016/j.foodchem.2008.07.037

02 Slusarczyk S., Zimmermann S., Kaiser M., Matkowski A., Hamburger M., Adams M,
Antiplasmodial and antitrypanosomal activity of tanshinone-type diterpenoids from
Salvia miltiorrhiza, Planta Medica, 2011, 77, 14, 1594-1596

03 Fronza M., Murillo R,, $lusarczyk S., Adams M., Hamburger M., Heinzmann B., Laufer S.,
Merfort I. In vitro cytotoxic activity of abietane diterpenes from Peltodon longipes as
well as Salvia miltiorrhiza and Salvia sahendica, 2011, Bioorganic and Medicinal
Chemistry, 19,16,10.1016/j.bmc.2011.06.067

OB1 Matkowski A., Swiqder K, Slusarczyk S., Jezierska-Domaradzka A.,OszmianskKi J., Free
radical scavenging activity of extracts obtained from cultivated plants of Potentilla alba
L. and Waldsteinia geoides L. Herba Pol,, 2006, 52, 4, 91-97

Po doktoracie

04 Kobusiak-Prokopowicz M., Marciniak A., Slusarczyk S., Sciborski K., Stachurska A.,
Mysiak A., Matkowski A. A suicide attempt by intoxication with Taxus baccata leaves
and ultra-fast liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass
spectrometry, analysis of patient serum and different plant samples: Case report, 2016,
BMC Pharmacology and Toxicology, 17,1, 41, 10.1186/s40360-016-0078-5

05 Miroliaei M., Aminjafari A., Slusarczyk S., Nawrot-Hadzik 1., Rahimmalek M., Matkowski
A. Inhibition of glycation-induced cytotoxicity, protein glycation, and activity of
proteolytic enzymes by extract from Perovskia atriplicifolia Roots, 2017,
Pharmacognosy Magazine, 13,51, 10.4103 /pm.pm_559_16

06 SenolF.S,, élusarczyk S., Matkowski A., Pérez-Garrido A., Giron-Rodriguez F., Cer6n-
Carrasco J.P., den-Haan H., Pefia-Garcia ]., Pérez-Sanchez H., Domaradzki K., Orhan L.E.
Selective in vitro and in silico butyrylcholinesterase inhibitory activity of diterpenes
and rosmarinic acid isolated from Perovskia atriplicifolia Benth. and Salvia glutinosa L.,
2017, Phytochemistry, 133, 10.1016/j.phytochem.2016.10.012

07 Yanza Y.R, Szumacher-Strabel M., Bryszak M., Gao M., Kolodziejski P., Stochmal A,
Slusarczyk S., Patra A.K,, Cieslak A. Coleus amboinicus (Lour.) leaves as a modulator of
ruminal methanogenesis and biohydrogenation in vitro. 2018, Journal of Animal
Science, 96,11, 10.1093 /jas/

08 Varadyova Z., Mravcakova D., Babjak M., Bryszak M., GreSdkova L., Cobanova K.,
KiSidayova S., Placha ., Konigova A., Cieslak A., Slusarczyk S., Pecio L., Kowalczyk M.,



09

010

011

012

013

014

015

016

017

Varady M. Effects of herbal nutraceuticals and/or zinc against Haemonchus contortus
in lambs experimentally infected, 2018, BMC Veterinary Research, 14, 1, 78,
10.1186/s12917-018-1405-4

Rodrigues M.],, Slusarczyk S., Pecio L., Matkowski A., Salmas R.E., Durdagi S., Pereira C,,
Varela J., Barreira L., Custodio L. In vitro and in silico approaches to appraise
Polygonum maritimum L. as a source of innovative products with anti-ageing potential,
2018, Industrial Crops and Products, 111, 10.1016/j.indcrop.2017.10.046

Bielecka M., Zielinska S., Pencakowski B., Stafiniak M., glusarczyk S., Prescha A,
Matkowski A. Age-related variation of polyphenol content and expression of
phenylpropanoid biosynthetic genes in Agastache rugose, 2019, Industrial Crops and
Products, 141,111743,10.1016/j.indcrop.2019.111743

Mravc¢akova D., Varadyova Z., Kopcakova A, Cobanova K., Gre$akova L., Kisidayova S.,
Babjak M., Dolinska M.U., DvoroZnakova E., Kénigova A., Vadlejch J., Cieslak A.,
Slusarczyk S., Varady M. Natural chemotherapeutic alternatives for controlling of
haemonchosis in sheep, 2019, BMC Veterinary Research, 15, 1,302, 10.1186/s12917-
019-2050-2

Rodrigues M.].,, Monteiro 1., Placines C., Castafieda-Loaiza V., Slusarczyk S., Matkowski
A, Pereira C., Pousdo P., Custodio L. The irrigation salinity and harvesting affect the
growth, chemical profile and biological activities of Polygonum maritimum L., 2019,
Industrial Crops and Products, 139,111510, 10.1016/j.indcrop.2019.111510

Rodrigues M.]., Matkowski A., Slusarczyk S., Magné C,, Poleze T., Pereira C., Custddio L.
Sea knotgrass (Polygonum maritimum L.) as a potential source of innovative industrial
products for skincare applications, 2019, Industrial Crops and Products, 128,
10.1016/j.indcrop.2018.11.038

Nawrot-Hadzik I., Slusarczyk S., Granica S., Hadzik J., Matkowski A. Phytochemical
diversity in rhizomes of three Reynoutria species and their antioxidant activity
correlations elucidated by LC-ESI-MS/MS analysis, 2019, Molecules, 24, 6, 1136,
10.3390/molecules24061136

Piwowar A., Rembiatkowska N., Rorbach-Dolata A., Garbiec A., Slusarczyk S., Dobosz A,
Dtugosz A., Marchewka Z., Matkowski A., Saczko J. Anemarrhenae asphodeloides
rhizoma extract enriched in mangiferin protects PC12 cells against a neurotoxic agent-
3-nitropropionic acid, 2020, International Journal of Molecular Sciences, 21,7, 2510,
10.3390/ijms21072510

Mravcakova D., Komaromyova M., Babjak M., Dolinska M.U., Kénigova A., Petric¢ D.,
Cobanova K, Slusarczyk S., Cieslak A., Varady M., Varadyova Z. Anthelmintic
activity of wormwood (Artemisia absinthium L.) and mallow (malva sylvestris L.)
against Haemonchus contortus in sheep, 2020, Animals, 10, 2, 2019,
10.3390/ani10020219

Petri¢ D., Mravéakova D., Kuckova K., Cobanova K., Kisidayova S., Cieslak A, Slusarczyk
S., Varadyova Z.  Effect of dry medicinal plants (wormwood, chamomile, fumitory
and mallow) on in vitro ruminal antioxidant capacity and fermentation patterns of
sheep, 2020, Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition, 104, 5,
10.1111/jpn.13349



018

019

020

Huang H., Szumacher-Strabel M., Patra A.K,, Slusarczyk S., Lechniak D., Vazirigohar M.,
Varadyova Z., Koztowska M., Cieslak A. Chemical and phytochemical composition, in
vitro ruminal fermentation, methane production, and nutrient degradability of fresh
and ensiled Paulownia hybrid leaves, 2021, Animal Feed Science and Technology, 279
115038, 10.1016/j.anifeedsci.2021.115038

Petri¢ D., Mravcakova D., Kuckova K., KiSidayova S., Cieslak A., Szumacher-Strabel M.,
Huang H., Kolodziejski P., Lukomska A., Slusarczyk S., Cobanova K., Varadyova Z.
Impact of Zinc and/or Herbal Mixture on Ruminal Fermentation, Microbiota, and
Histopathology in Lambs, 2021, Frontiers in Veterinary Science, 8, 630971
10.3389/fvets.2021.630971

Bielecka M., Pencakowski B., Stafiniak M., Jakubowski K., Rahimmalek M., Gharibi S.,
Matkowski A., Slusarczyk S. Metabolomics and DNA-Based Authentication of Two
Traditional Asian Medicinal and Aromatic Species of Salvia subg. Perovskia, 2021, Cells,
10,1, 10.3390/cells10010112

021 Stafiniak M., Slusarczyk S., Pencakowski B., Matkowski A., Rahimmalek M., Bielecka

022

023

024

025

M.Seasonal variations of rosmarinic acid and its glucoside and expression of genes
related to their biosynthesis in two medicinal and aromatic species of salvia subg.
Perovskia, 2021, Biology, 10, 6, 458 10.3390/biology10060458

Varady M., §1usarczyk S., Borzikova J., Hankova K., Vierikova M., Marcinc¢ak S., Popelka
P. Heavy-metal contents and the impact of roasting on polyphenols, caffeine, and
acrylamide in specialty coffee beans, 2021, Foods, 10, 6,131010.3390/foods10061310

Rukavina I, Rodrigues M.]., Pereira C.G., Mansinhos 1., Romano A, §lusarczyk S.,
Matkowski A., and Custddio L., Greener Is Better: First Approach for the Use of Natural
Deep Eutectic Solvents (NADES) to Extract Antioxidants from the Medicinal Halophyte
Polygonum maritimum L. 2021, Molecules , 26,6136. https://doi.org/
10.3390/molecules26206136

Puchalska J., Szumacher-Strabel M., Kumar C.P., Slusarczyk S., Gao M., Petri¢ D,,
Nabzdyk M., and Cies$lak A., The effect of different concentrations of total polyphenols
from Paulownia hybrid leaves on ruminal fermentation, methane production and
microorganisms. 2021, Animals, 11, 2843. https://doi.org/10.3390/ ani111028

Petri¢ D., Mravcakova D., Kuckova K., KiSidayova S., Cieslak A., Szumacher-Strabel M.,
Huang H., Kolodziejski P., Lukomska A, Slusarczyk S., Cobanova K., and Varadyova Z.,
Impact of Zinc and/or Herbal Mixture on Ruminal Fermentation, Microbiota, and
Histopathology in Lambs. 2021, Front. Vet. Sci. 8:630971. doi:
10.3389/fvets.2021.630971

Informacja o wystapieniach na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach

naukowych lub artystvcznych, z wyszczegdlnieniem przedstawionych wykladéw na

zaproszenie i wykladéw plenarnych.

Udzial w miedzynarodowych lub krajowych konferencjach naukowych

Przed doktoratem



K1.

K2.

K3.

K4.

K5.

Ke6.

K7.

K8.

KO9.

K10.

Slusarczyk S., Matkowski A., Swiqder K. Glenisk M., Analysis Of The Antioxidant
Phenolic Compouds In Lycopus Lucidus L Extracts Using Tlc And Rp-Hplc 5th
International Symposium On Chromatography Of Natural Products (Iscnp) "The
Application Of Chromatographic Methods In Phytochemical & Biomedical Analysis".
Lublin (Poland), June 19-22, 2006

Swiader K., Slusarczyk S., Matkowski A., Oszmianski ], Antyoksydacyjne dzialanie
zwigzkdéw polifenolowych uzyskanych z lisci dwéch gatunkéw z rodziny rosaceae:
pieciornika biatego (Potentilla alba L.) i pragnii kuklikowatej (Waldsteinia geoides L.).
Konferencja "Wspotczesna fitoterapia - dziatania niepozadane i interakcje". Poznan,
7 listopada 2006.

Skalicka-Wozniak K., Gtowniak K., Slusarczyk S, Matkowski A., Szypowski ]., Phenolic
Acids In Fruits Of Peucedanum Alsaticum - Antioxidant Activity. Planta Med. 2008
Vol.74 No.9 S.135-136 Poz.Pb4, Bibliogr. 9 Poz, 7th Joint Meeting Of Aferp, Asp, Ga,
Pse & Sif. Athens, Greece, August 3rd - 8th, 2008.

Kus$ P., Wozniak D, Slusarczyk S., Zielinski P., Matkowski A., Klagcze Belamcanda
Chinensis Jako Zrédto Biologicznie Aktywnej Mangiferyny. W: Miedzyuczelniana
Naukowa Konferencja Studencka "Zwiagzki Pochodzenia Ro$linnego Oraz Ich
Zastosowanie W Terapiach Naturalnych". Wroctaw, 12 Stycznia 2008

Wozniak D., Oleszek W.,, Janda B., Kapusta I., Ku$ P., Slusarczyk S., Matkowski A.,
Isolation And Purification Of Mangiferin From Belamcanda Chinensis - An Alternative
Source Of An Antioxidant Xanthone C-Glucoside.. W: 6th International Symposium On
Chromatography Of Natural Products (Iscnp) "The Application Of Chromatographic
Methods In Phytochemical & Biomedical Analysis". Lublin, 15-18 June 2008.

Slusarczyk S., Skalicka-Wozniak K., Pawtowska K, Matkowski A., Phenolic Acids And
Flavonoids In Three Lycopus Species And Their Antioxidants Potency W: Young
Scientists Meeting "Future Trends In Phytochemistry In The Global Era Of Agri-Food
And Health". Murcia (Spain), May 12th-14th, 2009.

glusarczyk S., Wozniak D., Matkowski A., Plitzko 1., Hamburger M., Isolation And
Purification Of Two Isoflavones (Tectoridin And Iridin) From Belamcanda Chinesis,
Iridaceae, Swiss Pharma Science Day 2009. Bern, 2. September 2009

Jamiotkowska W., Slusarczyk S., Matkowski A. Gc-Ms Analysis Of Commercial Freshly
Hydrodistilled Juniper And Scots Pine Essential Oils. W: 7th International Symposium
On Chromatography Of Natural Products Joined With 6th International Symposium
Of The International Society For The Development Of Natural Products "The
Application Of Analytical Methods For The Development Of Natural Products”. Lublin
(Poland), June 14-17,2010

glusarczyk S., Zielinski P., gwierczyr'lski M., Hamburger M., Matkowski A., Antioxidant
Tannins From Docks - Extraction And Chromatographic Analysis Of Hydrolapathi
Radix.. W: 7th International Symposium On Chromatography Of Natural Products
Joined With 6th International Symposium Of The International Society For The
Development Of Natural Products "The Application Of Analytical Methods For The
Development Of Natural Products”. Lublin (Poland), June 14-17, 2010

Slusarczyk S, Kocyba J., Paturi B., Wozniak D. Matkowski A. Bioactivity Of
Tanshinones And Rosmarinic Acid From Roots Of Perovskia Atriplicifolia. Conference



K11.

K12.

K13.

K14.

K15.

K16.

Of Bioactive Plant Compounds - Structural And Applicative Aspects. Putawy, Poland,
September 12nd-14th, 2011.

Nawrot I, Zmora P., Szumacher-Strabel M., Matkowski, A, Slusarczyk S., Pers-
Kamczyc E. Cie$lak A, Would Sanguisorbae Radix Protect The World From
Greenhouse Effect? The Effect Of Gallotannin-Enriched Fraction On In Vitro
Methanogenesis In Rumen Fluid. 8th International Symposium On Chromatography
Of Natural Products "The Application Of Analytical Methods For The Development Of
Natural Products". Lublin (Poland), May 17-20, 2012

Nawrot L., Zmora P., Szumacher-Strabel M., Nawrot A., Slusarczyk S., Pers-Kamczyc E.,
Cieslak A., Matkowski A. The Effect Of Gallotannin-Enriched Fraction From
Sanguisorba Officinalis On In Vitro Methanogenesis In Rumen Fluid.. 10th
International Symposium On Pharmaceutical Sciences ,Ankara, Turkey, June 26-29,
2012.

Slusarczyk S., Adams M., Matkowski A., Zimmermann S., Kaiser M., Brun R., Kulbacz
A., Hamburger M., Tanshinones From Salvia Glutinosa And Their Antiprotozoal
Activity 8th International Symposium On Chromatography Of Natural Products "The
Application Of Analytical Methods For The Development Of Natural Products”. Lublin
(Poland), May 17-20, 2012.

§lusarczyk S., Wozniak D., AdamsM., Hamburger M, Zimmermann S., Kocyba J.,.
Miroliaei M, Matkowski A., Perovskia Ornamental Variety As A Source Of Bioactive
Tanshinones And Rosmarinic Acid. 8th International Symposium On
Chromatography Of Natural Products "The Application Of Analytical Methods For The
Development Of Natural Products”. Lublin (Poland), May 17-20, 2012.

Slusarczyk S., WoZniak D, Adams M., Hamburger M., Zimmermann S., Kocyba ]J.,
Mirolyaei M., Matkowski A., Bioactivity Of Diterpenoid Quinones And Rosmarine Acid
From Cultivated Perovskia Atriplicifolia.. 10th International Symposium On
Pharmaceutical Sciences (Isops-10). Ankara, Turkey, June 26-29, 2012.

Nawrot 1., Jzierska-Domaradzka A. Nawrot A, §lusarczyk S., Matkowski A,
Allelopathic And Antioxidant Properties Of Tannin Fractions From Two Tcm Herbs -
Polygoni Cuspidati Rhizoma And Sanguisorbae Radix. 2nd International Conference
And Workshop "Plant - The Source Of Research Material". Lublin, 18-20.10.2012.

Po doktoracie

K17.

K18.

glusarczyk S., Adams M., Hamburger M. Zimmermann S. Matkowski A. Red
Tanshinones - Promising Constituents Against Trypanosoma Protozoan. W:
International Conference On Natural Products Utilization "From Plants To
Pharmacy Shelf". Bansko, Bulgaria, 3-6 November 2013

Slusarczyk S, Tomaszewska J., Kichimasova Y.S., Matkowski A., Red And Healthy-On
Phytochemistry And Bioactivity Of Tanshinones, 11th International Ethnobotany
Symposio. Antalya (Turkey), November 2-5, 2013.



K19.

K20.

K21.

K22.

K23.

K24.

K25.

K26.

K27.

K28.

Slusarczyk S., Zielinski P., Swierczyr'lski M., Nawrot I., Matkowski A., WoZniak D.,
Docks As Source Of Antioxidants-Polyphenol Content And Antioxidant Activity Of
Roots From Three Wild Rumex Sp.Emir.].Food Agric. 2013 Vol.25 Suppl. S.72 Poz.Pp-
144, 11th International Ethnobotany Symposio. Antalya (Turkey), November 2-5,
2013.

Slusarczyk S., Adams M, Hamburger M., Zimmermann S., Kacprzak E., Kulbacz A.,.
Tomaszewska J, Matkowski A., Czerwone Dla Swidrowcéw - Tanszinony z rodzajow
Salvia i Perovskia oraz ich aktywno$¢ przeciwpierwotniakowa.W: lii Krajowa
Konferencja "Naturalne Substancje Roslinne Aspekty Strukturalne I Aplikacyjne".
Putawy, 4-6 Wrze$nia 2013

Nawrot 1., Sokotowski P., Slusarczyk S., Topolski J.,. Kucharski M, [Nna] Jezierska-
Domaradzka A. Domaradzki K., Matkowski A. Antrachinony w inwazyjnych
gatunkach rodzaju Fallopia , Krajowa Konferencja "Naturalne Substancje Roslinne
Aspekty Strukturalne I Aplikacyjne". Putawy, 4-6 Wrzesnia 2013

Nawrot I, Sokotowski P., Topolski J., Slusarczyk S., Kucharski M. Hadzik ],
Matkowski A., Anthraquinones In The Invasive Species Of Fallopia.. 3rd
International Conference And Workshop "Plant - The Source Of Research Material".
Lublin, Poland, 16th-18th October 2013

Nawrot ., Sokotowski P., Slusarczyk S, Topolski J.,, Kucharski M., Jezierska-
Domaradzka A, Domaradzki K., Matkowski A., WozZniak D., Anthraquinones In The
Invasive Giant Knotweeds (Fallopia Sp.-Polygonaceae) From Poland. 11th
International Ethnobotany Symposio. Antalya (Turkey), November 2-5, 2013.

Slusarczyk S., Libik M., Michalec Z., Czapecka E., Skarbek P., Topolski J., Domaradzki
K., Matkowski A., Analysis Of Steviol Glycosides And Antioxidant Polyphenols In
Micropropagated Stevia Rebaudiana Using Uplc/Ms/Ms Young Scientists Meeting
"Trends In Natural Products Research". Olomouc, Czech Republic, June 23-25, 2014

Matkowski A., Jezierska-Domaradzka A. Nawrot I, Domaradzki K., Gotab K,
Dotowacka A., Gburek J., Slusarczyk S., Wozniak D., Noxious But Useful - Invasive
Plants As Source Of Bioactive Compounds. The Case Of Fallopia And Solidago.. W:
4th International Conference And Workshop "Plant - The Source Of Research
Material". Lublin, 20-23.09.2015.

Matkowski A. Aminjafari A., Miroliaei M. Rahimalek M, Slusarczyk S,
Phytochemical composition and bioactivity of extracts from two Perovskia species.

2nd International Conference on Natural Products Utilization "From plants to
pharmacy shelf". Plovdiv, Bulgaria, 14-17 October 2015, s.223 poz.PP133.

glusarczyk S., Pecio L., Stochmal A., Matkowski A., Three New Natural Compounds
Isolated From Perovskia Atriplicifolia Roots. W: Trends In Natural Products
Research : A Young Scientists Meeting Of Pse And Iung-Pib. Putawy, Poland, 30th
May - 2nd June 2016.

glusarczyk S., Pawlikowska A., Jaspinska J., Stochmal A., Domaradzki K., Matkowski
A, Silicon Modulates Salt-Stress Response In Medicinal Plants W: 2nd International
Young Scientists Symposium "Plants In Pharmacy And Nutrition". Wroclaw, 15-17
September 2016.



K29.

K30.

K31.

K32.

K33.

K34.

K35.

K36.

K37.

K38.

Slusarczyk S., Practical Aspect Of Using Metabolomic Approach In Medicinal Plants
Analysis. W: 2nd International Young Scientists Symposium "Plants In Pharmacy
And Nutrition". Wroclaw, 15-17 September 2016.

§lusarczyk S., Pecio £, Stochmal A., Jaspiniska J.,, Rahimmalek M., Matkowski A., Nmr
And Lc-Tof-Ms Metabolomic Analysis Reveals Inter- And Intraspecific Variation And
Osmotic Stress Response Of Chemical Profile In Perovskia Species. 9th Joint Meeting
Of Aferp, Asp, Ga, Jsp, Pse & Sif. Copenhagen, Denmark, July 24-27, 2016. Abstracts.
Toz: 9th Joint Natural Products Conference 2016.

Matkowski A., Zielinska S., Libik-Konieczny M., Konieczny R. Koztowska W,
Slusarczyk S. How Stressed Plants Can Help Stressed Humans? On The Role Of
Oxidative Stress Response In Biosynthesis Of Bioactive Metabolites. The 12th
National Symposium With International Participation "Medicina Plants - Present
And Perspectives". Piatra Neamt, Romania, September 6-9, 2016

Nawrot-Hadzik I., Szandruk M., Kazana A., Slusarczyk S., Matkowski A., Antioxidant
Properties Of The Sanguisorbae Herba And Sanguisorbae Radix Extracts.. W: The
12th National Symposium With International Participation "Medicina Plants -
Present And Perspectives". Piatra Neamt, Romania, September 6-9, 2016

Slusarczyk S., Jaspinska J., Surma M., Matkowski A., Stochmal A., Domaradzki K,
Aeroponic Cultivation Of Asian Medicinal Plants.2nd International Young Scientists
Symposium "Plants In Pharmacy And Nutrition". Wroclaw, 15-17 September 2016.

Wozniak D, Slusarczyk S., Nowak M., Szumera M. Matkowski A. Goldenrod -
comparison of Solidago canadensis L. and Solidago gigantea Ait. W: 2nd International
Young Scientists Symposium "Plants in pharmacy and nutrition". Wroclaw, 15-17
September 2016. Book of abstracts Wroctaw 2016

Kobusiak-Prokopowicz M., Marciniak A., Slusarczyk S., Sciborski K., Stachurska R.,
Matkowski A., Mysiak A., Intensive cardiac care in a patient intoxicated with Taxus
baccata. Resuscitation 2016 Vol.106 suppl.1 s.e25 poz.AP007, Resuscitation 2016 -
ERC Congress on Education. Reykjavik (Iceland), 24-25 September 2016.

Slusarczyk S., Sezer Senol F., Matkowski A., Perez Garrido A., Giron Rodriguezd F.,
Ceron-Carrasco J.P., Den Haan H., Pena Garcia J., Perez Sanchez H., Erdogan 1.Orhan,
Kowalczyk M., Stochmal A.. Selective In Vitro And In Silico Butyrylcholinesterase
Inhibitory Activity Of Diterpenes And Polyphenols From Traditional Asian Medicinal
Plants, 65th International Congress And Annual Meeting Of The Society For
Medicinal Plant And Natural Product Research. Basel, Switzerland, 3-7 September
2017

Libik M., WozZniak D., Capecka E., Michalec 7., Lagiewka K., Mura E,, Slusarczyk S.,
Matkowski A., Influence Of Cultivation Conditions And Stress Treatment On
Polyphenol Profile And Antimutagenic Activity Od Stevia Rebaudiana. 3rd
International Conference On Natural Products Utilization "From Plants To
Pharmacy Shelf". Bansko, Bulgaria, 18-21 October 2017

Slusarczyk S., Jaspinska ], Pecio t.,. Stochmal A, Gille E., Matkowski A., Diversity Of
Diterpenoids And Polyphenols In Salvia Glutinosa L. Analyzed Using Targeted
Metabolomics Based On Lc-Qtof-Ms And 1h-Nmr, 65th International Congress And



K39.

K40.

K41.

K42.

K43.

K44.

K45.

K46.

Annual Meeting Of The Society For Medicinal Plant And Natural Product Research.
Basel, Switzerland, 3-7 September 2017.

Wozniak D., Slusarczyk S., Domaradzki K., Matkowski A., Comparison Of Polyphenol
Profile And Antimutagenic And Antioxidant Activities In Two Species Used As
Source Of Solidaginis Herba - Goldenrod Herb. 3rd International Conference On
Natural Products Utilization "From Plants To Pharmacy Shelf". Bansko, Bulgaria, 18-
21 October 2017

Wozniak D., Beben M., Slusarczyk S., Matkowski A., Antioxidant And Antimutagenic
Activity Of Main Isoflavones, Xanthones, And Stilbenes From Belamcandae
Chinensis Rhizoma.. 3rd International Conference On Natural Products Utilization
"From Plants To Pharmacy Shelf". Bansko, Bulgaria, 18-21 October 2017

Stochmal A., Cieslak A, Slusarczyk S., Kowalczyk M., Pecio L, Yanza Y.R., Min G,
Bryszak M., Rodriguez V. R., Szumacher-Strabel M. Potential of bioactive substances
of Perovskia artiplicifolia Benth. roots to modulate ruminal fiber degradability and
methanogenesis. 2nd International Symposium on Phytochemicals in Food and
Medicine. Fuzhou, China, April 7-10, 2017. Abstracts, s.213-214 poz.P86, bibliogr. 2
poz.

Cieslak A, §lusarczyk S., Pecio L., Kowalczyk M., Szumacher-Strabel M., Yanza Y.R,,
Min G., Bryszak M., Stochmal A.. Basic rumen parameters and methane production
after supplementing diet with roots of Scutellaria baicalensis Georgi. 2nd
International Symposium on Phytochemicals in Food and Medicine. Fuzhou, China,
April 7-10, 2017. Abstracts, s.183-184 poz.P58, bibliogr. 1 poz.

Grzelka K, Slusarczyk S., Surma M., Matkowski A., Izograndifoliol - Nor-Diterpenoid
Izolowany z gatunku Perovskia atriplicifolia Benth. O Aktywnos$ci Hamujacej
Butyrylocholinoesteraze Iv Ogo6lnopolska Konferencja Naukowa "Wspoétczesne
Zastosowanie Metod Analitycznych W Farmacji I Medycynie". Wroctaw, 12 Kwietnia
2019

Kapelanczyk K. Pencakowski B., Niezgoda S. Kozlowska W, Slusarczyk S.,
PreschaA., Matkowski A., Application Of Matrix Solid-Phase Dispersion For Hplc
Analysis Of Polyphenol Profile In 50-Years Old Herbarium Specimens Of Polygonum
Aviculare. 67th International Congress And Annual Meeting Of The Society For
Medicinal Plant And Natural Product Research (Ga). Innsbruck, Austria, September
1-5,2019

Stafiniak M., Koztowska W., Pencakowski B., Buluk M., glusarczyk S., Matkowski A,
Rahimmalek M., Bielecka M., Variation Of Phenolic Compounds And Expression Of
Phenylpropanoid Biosynthetic Genes In Two Medicinal And Aromatic Species Of
Salvia Subg. Perovskia, 67th International Congress And Annual Meeting Of The
Society For Medicinal Plant And Natural Product Research (Ga). Innsbruck, Austria,
September 1-5, 2019

Bielecka M., Zielinska S., Pencakowski B., Stafiniak M., Slusarczyk S., Prescha A,
Matkowski A. Age-Related Variation In Polyphenol Contentand Expression Of
Phenylpropanoid Biosynthetic Genes In A Medicinal And Aromatic Perennial
Agastache Rugosa 67th International Congress And Annual Meeting Of The Society
For Medicinal Plant And Natural Product Research (Ga). Innsbruck, Austria,
September 1-5, 2019.



Prezentacja ustna na konferencjach krajowym i miedzynarodowych

1. 2013 ,Red tanshinones of the Salvia and Perovskia genera and their antiprotozoal
activity. "3rd National Conference" Natural plant substances - structural and
application aspects ” Putawy 4-6 wrzes$nia, (I nagroda za najlepsza prezentacje)

2. 2015 ,Metabolomic approach with the analysis of a selected TCM medicinal plant
"during 8th International Metabolomics Workshop, Natural Products Laboratory
Institute of Biology Leiden University, Holand 13-17 kwietnia

3. ,The practical aspect of using metabolomic approach in the analysis of medicinal plants
", Il International Symposium for Young Scientists" Plants in pharmacy and nutrition ".
medicinal . Wroctaw, 15-17 wrzeénia

4. ,Practical aspects of the use of metabolomics in the analysis of medicinal plants focused
on root samples of aeroponically grown plants. XV Congress of the Italian Society of
Phytochemistry and the 1st International Congress of Edible, Medicinal and Aromatic
Plants, , Pisa, Italy 28-30 czerwca

Informacja o udziale w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych
lub miedzynarodowych, z podaniem petnionej funkcji.

Bytem w komitecie organizacyjnym 2 konferencji:

. 6 -8 wrzesnia 2017 Czwarta edycje cyklicznej Krajowej Konferencji
,Naturalne substancje roslinne - aspekty strukturalne i aplikacyjne”. Putawy

. Trends In Natural Products Research : A Young Scientists Meeting of PSE
(Phytochemical Society of Europe) And Iung-Pib. Putawy, Poland, 30th May - 2nd June
2016.

Informacja o uczestnictwie w pracach zespoléw badawczych realizujacych projekty
finansowane w drodze konkurséw krajowych lub zagranicznych, z podziatem na projekty
zrealizowane i bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji o petnionej
funkcji w ramach prac zespotéw.




Projekty badawcze w toku realizacji

. kierownik projektu SONATA nr 2020/39/D/NZ9/01402 finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki, ,Elektroporacja pulsacyjna jako innowacyjna metoda w

procesie tzw. dojenia korzeni, wykorzystana w adaptacji upraw roslin leczniczych w
warunkach bezglebowych” 2021-2024

Projekty badawcze zrealizowane

. gtéwny wykonawca - doktorant w grancie promotorskim nr 2012/07 /N/NZ7/02420
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt.: ,Nowe zwigzki biologicznie czynne
w ros$linach leczniczych z rodzajow Artemisia i Salvia” 2010-2013

. wykonawca projektu - OPUS nr 2012/05/B/NZ9/1035 finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki ,Wptyw stresu oksydacyjnego na synteze glikozydow stewiolowych w
ro$linach Stevia rebaudiana Bertoni.” 2013-2016

. wykonawca projektu 2006-2008; ST-264/AM/2006; ,Antyoksydacyjne wtasciwosci
polifenoli izolowanych z wybranych roslin tradycyjnej medycyny dalekowschodniej -
Codonopsis sp, Rehmannia sp, Salvia sp." - projekt badan statutowych Akademii
Medycznej we Wroctawiu

. kierownik projektu- 2007-2009; 1655/2007/AM; , Analiza fitochemiczna sktadnikéw
fenolowych z gatunku Lycopus lucidus Turcz. Ex Bentham oraz ocena wtasciwosci
antyoksydacyjnych uzyskanych ekstraktéw” projekt badan statutowych Akademii
Medycznej we Wroctawiu

. wykonawca projektu- 2009-2011; ST-411/AM/2009; ,Badania wtasciwosci
biologicznych wybranych surowcéw roslinnych bogatych w tanoidy oraz roslin
dwupiennych - projekt badan statutowych Akademii Medycznej we Wroctawiu

. wykonawca projektu- 2009-2011; Badania wtasne uczelni; ,I1zolacja i badanie wtasciwos$ci
antymutagennych i antyoksydacyjnych ksantonéw z ktaczy Belamcanda chinensis”.-

Cztonkostwo w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach i towarzystwach
naukowych wraz z informacja o pelnionych funkcjach.

Jestem cztonkiem w towarzystwach naukowych:

. Society for Medicinal Plant and Natural Product Research Gesellschaft fiir Arzneipflanzen-
und Naturstoff-Forschung e.V. (GA)

. Phytochemical Society of Europe (PSE)

. Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne (PTFARM)

Informacja o odbytych stazach w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym
zagranicznych, z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

Staze krajowe naukowe:



. 2014-2017 (Fuga- NCN) nr 2014/12/S/NZ9/00715 Krajowy Staz Naukowy po
uzyskaniu stopnia dr. , Analiza metabolomiczna wybranych roslin leczniczych w oparciu
o analityczne techniki spektroskopowe NMR oraz spektralne MS. Wielowymiarowa
analiza zmiennosci, wtérnych metabolitéw roslinnych pod wptywem czynnikéw
biotycznych i abiotycznych”, realizowany w w laboratorium Biochemii i JakoS$ci Plonéw
w Instytucie Upraw Nawozenia i Gleboznawstaw w Putawach.

. 2007-Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Katedra i Zaktad Farmakognozji pod
kierownictwem Prof. K. Glowniaka, Staz Ministerstwa Zdrowia (1 miesiac)

. 2008-Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, K. I Z. Botaniki Farmaceutycznej i
Biotechnologii Roslin pod kierownictwem Prof. J. Budzianowskiego. Staz Ministerstwa
Zdrowia (1 miesigc)

Staze zagraniczne naukowe:

. 2009-(6 miesiecy) Laboratorium Biologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Bazylei,
Szwajcaria pod kierownictwem Prof. dr Matthiasa Hamburgera, stypendium naukowe
programu EU "Human Capital”

. 2012-(miesigc) Laboratorium Biologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Bazylei,
Szwajcaria pod kierownictwem Prof. dr Matthiasa Hamburgera , w tym czsie
zajmowatem sie analizg HPLC-MS oraz identyfikacja wyizolowanych zwigzkéw z
S.milthiorriza i P.atriplicifolia.

Informacja o recenzowanych pracach naukowych lub artystycznych, w szczegdlnosci
publikowanych w czasopismach miedzynarodowych.

Przeprowadzitem recenzje ponad 40 oryginalnych prac eksperymentalnych i prac
przegladowych dla czasopism miedzynarodowych z IF, w tym dla Molecules, Metabolites,
International Journal of Molecular Sciences, Cells, Foods, Chemistry&Biodiversity,
Applied Sciences, Frontiers, Food Chemistry, Industrial Crops&Products, Antioxidants,
Phytochemical letters, Nutrients, Pharmaceuticals, Phytochemical analysis, Acta Poloniae
Pharmacetica, Veterinarni Medicina,

Informacja o uczestnictwie w_programach europejskich lub innych programach
miedzynarodowych.

W ramach programu Erasmus plus zostatem zakwalifikowany do wyjazdu
szkoleniowego , ktory odbedzie sie w 2022 roku w czerwcu w Szwecji na Uniwersytecie
LUND (przedwstepna umowa partnerska jest podpisana) .

Petitem funkcje opiekuna prac doswiadczalnych, wykonywanych przez studentow z
Indii, Niemiec, Turcji, Iranu i Ukrainy, odbywajacych staze w ramach praktyk IPSF i
programu Erasmus.



Informacja o udziale w zespotach badawczych, realizujacych projekty inne niz okreslone
w pkt. I1.9.

Nie dotyczy

Informacja o uczestnictwie w zespotach oceniajacych wnioski o finansowanie badan,
wnioski o przyznanie nagréd naukowych, wnioski w innych konkursach majacych
charakter naukowy lub dydaktyczny.

Nie dotyczy

I1I. INFORMACJA O WSPOLPRACY Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM I GOSPODARCZYM

Informacja o udziale w zespotach eksperckich lub konkursowych.

0d 2020 roku jestem w sktadzie Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
medycznego we Wroctawiu, w ramach ktorej jestem cztonkiem dwoch komisji:
ds. Finansowania Badan Naukowych i Prac Rozwojowych , oraz komisji do
przeprowadzenia postepowan konkursowych na stanowiska nauczycieli akademickich w
grupie badawczej.

W 2010 r. bralem czynnny udzita w organizowaniu i1 prowadzeniu warsztatow dla dzieci ,,S6l
pieprz, oregano po co aptekarzowi przyprawy’”’ w ramach Uniwersytetu Dzieci,

W 2014 r. w ramach Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki prowadzilem wyktady i warsztaty dla
uczestnikow , organizowanych w muzeum Farmacji we Wroctawiu.

W 2018 prowadzitem swoj autorski program dla dzieci ze szkoty w Lace Prudnickiej ze
znajomosci 1 zagrozen stosowania roslin w potaczeniu z warsztatami z ziololecznictwa
aptecznego.

https://www.facebook.com/media/set?vanity=Tygodnik.Prudnicki&set=a.2237458952948728

W pazdzierniuku 2021 prowadzilem warsztaty laboratoryjne pt”’Chemotaksonomia roslin
leczniczych” dla kalsy patronackiej z Liceum Ogodlnoksztatcacego nr VII im.
K.K.Baczynskiego we Wroctawiu.

Informacja o projektach  artystycznych  realizowanych ze  Srodowiskami
pozaartystycznymi.

Nie dotyczy

[V.INFORMACJE NAUKOMETRYCZNE

1. Informacja o punktacji Impact Factor (w dziedzinach i dyscyplinach, w ktérych
parametr ten jest powszechnie uzywany jako wskaznik naukometryczny).


https://www.facebook.com/media/set?vanity=Tygodnik.Prudnicki&set=a.2237458952948728

Liczba punktow

Impact factor
(liczba prac)

catos¢ bez cyklu catos¢ bez cyklu
A. Publikacje przed uzyskaniem
stopnia doktora 97,0 97,0 8,22 (3) 8,22 (3)
B. Publikacje do 2018
po uzyskaniu roku: 25l 200,00
stopnia doktora 3019 90,707 (27) | 76,581 (22)
roku: 2400,0 2090,0
2742,0 2387,0 98,927 (30) | 84,801 (25)

RAZEM:

LiczBA CYTOWAN:
ogotem: 349

bez autocytowan: 317
(wg Web of Science Core Collection z dnia 09.11.2021 r.)

Informacja o posiadanym indeksie Hirscha.

h-index =9

(wg Web of Science Core Collection z dnia 09.11.2021 r.)

Przed doktoratem: 97
(wg Web of Science Core Collection z dnia 09.11.2021 r.)

Po doktoracie: 2645
(wg Web of Science Core Collection z dnia 09.11.2021 r.)

Informacja o liczbie punktéw MNiSW.

Informacja o liczbie cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym uwzglednieniem
autocytowan.

Signed by /

Sylwester
Slusarczyk

11-19 12:42

(podpis wnioskodawcy)

Podpisano przez:

Date / Data: 2021-



