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1. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

* 27.06.2007 - tytul zawodowy magistra biologii (specjalizacja - biochemia), Uniwersytet
Marie Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Praca magisterska wykonana w Zaktadzie Biochemii.
Tytul pracy magisterskiej: “Optymalizacja immobilizacji amikacyny do alginianu wapnia”;
Promotor: Prof. dr hab. Jerzy Rogalski

* 2007/2008 - Chemia kosmetyczna, Studia podyplomowe, Politechnika Warszawska,
Wyzsza Szkota Zawodowa Kosmetyki i Pielegnacji Zdrowia, Warszawa. Tytul pracy
dyplomowej: “Wybrane biochemiczne procesy fotostarzenia”.

* 26.05.2011 - stopnien doktora nauk farmaceutycznych, Katedra 1 Zaklad Botaniki
Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej, Uniwersytet
Medyczny w Lublinie. Tytut pracy: “Ocena sktadu chemicznego i wtasciwosci biologicznych
wybranych gatunkow roslin z rodzaju Eleutherococcus Maxim.”; Promotor: Prof. dr hab.
Helena D. Smolarz. Praca zostata wyr6zniona przez Rade Wydziatu.

Recenzenci: Prof. dr hab. Grazyna Ginalska (Katedra i Zaktad Biochemii i Biotechnologii,
Uniwersytet Medyczny, Lublin); Prof. dr hab. Irena Malinowska (Zaktad Chromatografii
Planarnej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin).

2. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych

* 11.2008-1X.2011 - Asystent w Katedrze i1 Zakladzie Botaniki Farmaceutycznej, Wydziat
Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny, Lublin.

* X.2011-1X.2012 - Asystent w Katedrze 1 Zakladzie Farmakognozji, Wydzial
Farmaceutyczny Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow.

* X.2012-1X.2016 - Adiunkt w Katedrze 1 Zakladzie Farmakognozji, Wydzial
Farmaceutyczny Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow.

* X.2012-1X.2016 - Adiunkt, Wydziat Ochrony Zdrowia, Almamer Szkota Wyzsza,
Warszawa.

* Od X.2016 - Adiunkt, p.o. kierownik w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji, Wydziat
Farmaceutyczny Collegium Medicum, Bydgoszcz, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu.



3. Osiagniecia wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

3.1. Tytul osiagniecia naukowego:

Metabolity pierwotne i wtérne w gatunkach Eleutherococcus uprawianych
w Polsce — aspekt fitochemiczny i nutrifarmakologiczny

Podstawe habilitacji stanowi cykl 8 publikacji, w tym 7 oryginalnych i 1 rozdziat w ksigzce
miedzynarodowej, opublikowanych w latach 2015-2018. Laczny:

- wspotezynnik oddzialywania (IF) wymienionych prac wynosi 21.53,

- laczna punktacja MNiSW wynosi: 180.

Wykaz publikacji stanowiacych podstawe¢ rozprawy habilitacyjne;j:

H-1: Zaluski D., Cies$la L., Janeczko Z., “The Structure-Activity Relationships of Plant
Secondary Metabolites with Antimicrobial, Free Radical Scavenging and Inhibitory Activity
towards Selected Enzymes” w ,,Studies in Natural Product Chemistry (Bioactive Natural
Products)". Edytor Prof. Atta-ur Rahman; Elsevier Science Publishers, Amsterdam, Holandia.
45, 2015, 217-249. MNiISW: 5 pkt.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zebraniu
literatury, zredagowaniu pracy, opracowaniu czesci graficznej, przygotowaniu do druku
i wykonaniu korekty do druku (autor do korespondencji). Moj udzial procentowy szacuje
na 75%.

H-2: Zaluski D., Janeczko Z., Variation in phytochemicals and bioactivity of the fruits
of Eleutherococcus species cultivated in Poland, Natural Product Research, 2015; 29(23),
2207-11. IF 1.057, MNiSW: 20 pkt.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
i wykonaniu doswiadczen, analizie wynikow, zredagowaniu pracy, przygotowaniu do druku
i wykonaniu korekty do druku (autor do korespondencji). Moj udzial procentowy szacuje
na 90%.

H-3: Zaluski D, Olech M., Galanty A., Verpoorte R., Kuzniewski R., Nowak R., Bogucka-
Kocka A., Phytochemical content and pharma-nutrition study on Eleutherococcus senticosus
fruits intractum. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2016; 1-10. IF 4.593, MNiSW:
30 pkt.



Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
doswiadczen, wykonaniu czesci doswiadczen (przygotowanie intraktu, catkowita zawartos¢
polifenoli i flawonoidow, aktywnosé antyoksydacyjna, test DB-HPTLC, inhibicja Hyal, AAS)
analizie wynikow, zredagowaniu pracy, przygotowaniu do druku i wykonaniu korekty
do druku (autor do korespondencji). Moj udziat procentowy szacuje na 65%.

H-4: Zaluski D., Mendyk E., Smolarz H.D., Identification of the MMP-1 and MMP-9
inhibitors from the roots of Eleutherococcus divaricatus, and the PAMPA test. Natural
Product Research, 2016; 30(5), 595-599. IF 1.828, MNiSW: 20 pkt.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
I wykonaniu czesci doswiadczen (inhibicija MMPs, izolacja zwigzkow czynnych, test PAMPA
i rozpuszczalnos¢ kinetyczna), analizie wynikow, zredagowaniu pracy i przygotowaniu do
druku (autor do korespondencji). Mdj udziat procentowy szacuje na 80%.

H-5: Zatuski D., Kuzniewski R., In Vitro Anti-AChE, Anti-BuChE, and antioxidant activity
of 12 extracts of Eleutherococcus species. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2016;
1-7. IF 4,593, MNiSW: 30 pkt.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu i
wykonaniu doswiadczen, analizie wynikow, zredagowaniu pracy, przygotowaniu do druku i

wykonaniu korekty do druku (autor do korespondencji). Moj udzial procentowy szacuje na
90%.

H-6: Zatluski D., Kuzniewski R., Janeczko Z., HPTLC-profiling of eleutherosides,
mechanism of antioxidative action of eleutheroside E1, the PAMPA test with LC/MS
detection and the structure—activity relationship. Saudi Journal of Biological Sciences, 2018;
25, 520-528. IF 2.564, MNiISW: 25 pkt.

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
i wykonaniu doswiadczen, analizie wynikow, zredagowaniu pracy, przygotowaniu do druku
i wykonaniu korekty do druku (autor do korespondencji). Moj udzial procentowy szacuje
na 80%.

H-7: Zatuski D., Olech M., Kuzniewski R., Verpoorte R., Nowak R., Smolarz H.D., LC-ESI-
MS/MS profiling of phenolics from Eleutherococcus spp. inflorescences, structure-activity
relationship as antioxidants, inhibitors of hyaluronidase and acetylcholinesterase. Saudi
Pharmaceutical Journal, 2017; 25, 734-743. IF 2.302, MNiSW: 20 pkt.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
i wykonaniu czesci doswiadczen (inhibicja Hyal i AChE, aktywnos¢ antyoksydacyjna, SARS),
zredagowaniu pracy, przygotowaniu do druku i wykonaniu korekty do druku (autor
do korespondencji). Mdj udziat procentowy szacuje na 70%.

H-8: Zaluski D., Olech M., Verpoorte R., Khan I, Kuzniewski R., Nowak R,
Phytoconstituents and nutritional properties of the fruits of Eleutherococcus divaricatus and
Eleutherococcus sessiliflorus - a study of non-European species cultivated in Poland.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2017; 1-10. IF 4.593, MNiSW: 30 pkt.
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
i wykonaniu czesci doswiadczen (zawartos¢ flawonoidow, polifenoli, kwasow tuszczowych,
mineratow), zredagowaniu pracy, przygotowaniu do druku i wykonaniu korekty do druku
(autor do korespondencji). Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

3.2. Wprowadzenie w tematyke badan, cel naukowo-badawczy
i streszczenia prac stanowiacych podstawe habilitacji

3.2.1. Wprowadzenie

Rosliny sg zrodtem substancji o whasciwosciach leczniczych i odzywczych. Sugeruje
sig, ze okolo 80% S$wiatowej populacji stosuje rosliny w systemach podstawowej opieki
medycznej. Ponad 120 zwigzkow pochodzenia roslinnego i ich polsyntetyczne pochodne sg
stosowane w lecznictwie.l>3

Obecne badania fitochemiczne skupiajg si¢ na poszukiwaniu nowych zwigzkéw
biologicznie czynnych pochodzenia naturalnego, ktore dziatatyby skutecznie jak zwiazki
syntetyczne, dajac mniej dziatan niepozadanych. Zwigzki te nalezag do grupy kwasoéw
fenolowych, kwasow triterpenowych, flawonoidéw, kumaryn, lignanow, alkaloidow oraz
steroli. Przedstawiciele tych grup wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne, immunomodulujace,
antyoksydacyjne, hamuja aktywno$¢ enzymow hydrolitycznych (esteraz, hialuronidaz,
metaloproteinaz). 4°

Duze nadzieje wigze si¢ ze zwiazkami, ktorych struktury zostaly zidentyfikowane
w gatunkach rodzaju Eleutherococcus Maxim. Rodzaj Eleutherococcus skupia okoto 38
gatunkow, z czego 18 nalezy do flory Chin. Obszar wystepowania obejmuje potnocno-
wschodnie tereny Rosji, Chiny, Koreg i Japonie.

Badania fitochemiczne wykazaly duza r6éznorodno$¢ zwiazkow w obrebie

metabolitow wtdrnych, okreslonych wspdlng nazwga jako eleuterozydy. Eleuterozydy naleza

L AA. Salim, Y.W. Chin, A.D. Kinghorn,. Springer 1-24, 2008.

2T. Dhanani, S. Shah, N.A., Gajbhiye, S. Kumar, Arab. J. Chem. (in press), 2013.

3 R. Verpoorte,. J. Pharm. Pharmacol. 52, 253-262, 2000.

4 D.H. Watson, Performance functional foods-Woodhead Publishing in Food Science and Technology, Cambridge, 2003.
5R. Verpoorte, Y.H. Choi, H.K. Kim, Phytochem. Rev. 6, 3-14, 2007.

6 D.R. Gang, The biological activity of phytochemicals. Springer, 2011.



do glikozydow fenolowych i saponinowych, lignanéw i1 kumaryn. Wérdd nich oznaczono
eleuterozyd B (glikozyd fenylopropanu), eleuterozyd B4, E, E1, E2, D (glikozydy sezaminy
i syryngarezynolu), eleuterozyd Bl (glikozyd izofraksydyny), eleuterozydy I, K, L, M
(glikozydy kwasu oleanolowego), eleuterozyd A (glikozyd p-sitosterolu). Wedtug
Farmakopei Polskiej X i Europejskiej VIII korzen E. senticosus powinien zawiera¢ tgcznie nie
mniej niz 0.08 % sumy eleuterozydow B 1 E. Eleuterozydy sa gléwnie kumulowane
w korzeniach, ich wystepowanie stwierdzono w lisciach i owocach. /8910

Kolejng grupa zwiazkow sa eleuterany (kompleksy cukrowe sktadajace sie od 4 do 6
cukrow  prostych),  ciwujianozydy  (estrowe pochodne  kwasu  oleanolowego
i noroleanolowego), olejek eteryczny, polisacharydy, kwasy fenolowe i flawonoidy. 11213

Ze wzgledu na zréznicowany sktad chemiczny, rosliny te maja wielokierunkowa
aktywnos¢ biologiczng. Aktualny stan wiedzy odnosi si¢ do badan nad jednym gatunkiem,
uznanej ro$liny adaptogennej, Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim., ktorego
wiasciwosci lecznicze sg porownywane do wlasciwosci Panax ginseng (C.A. Meyer). Wedtug
chinskich Zrédet historycznych, korzen E. senticosus stosowany byl od 4000 lat w celu
zapobiegania przezigbieniu 1 grypie, zwigkszenia odpornosci na stres, w bezsennosci, w celu
poprawy funkcjonowania §ledziony, nerek, a takze przywrdcenia witalnos$ci i energii. Korzen
E. senticosus, podobnie jak Panax ginseng, Schizandra chinensis (Turcz. Baill) i Aralia
mandshurica (Rupr. et Maxim.) Maxim., jest uznanym surowcem o dzialaniu adaptogennym,
czyli wpltywajacym na wzrost odpornosci organizmu na stres, wywolany czynnikami
fizycznymi, chemicznymi i biologicznymi. 141516

Komisja Europejska decyzja z dnia 9 grudnia 2009 r. wilaczyla E. senticosus
do wykazu substancji ro$linnych, przetworow roslinnych 1 ich zestawien do uzytku
w tradycyjnych roslinnych produktach leczniczych. Produkty zawierajace E. senticosus
od kilku lat s3 popularne w Stanach Zjednoczonych, ich warto$¢ rynkowa szacuje si¢ na 12

bilionéw dolarow. W 1994 roku Dietary Supplement Health Education Act (DSHEA)

7 D. Zatuski, H.D. Smolarz, U. Gawlik-Dziki, Nat. Prod. Comm. 7, 1483-1486, 2012.

8 D. Zatuski, E. Mendyk, H.D. Smolarz, Nat. Prod. Res.30, 595-599, 2016.

9J.M. Lee, G.D. Lee, J. Kim, S. Lee, Asian J. Chem. 26, 3511-3514, 2014.

10 M. Chen, F. Song, M. Guo, Z. Liu, A. Liu, Rapid Comm.in Mass Spectrom. 16, 264-271, 2002.

' H. Hikino, M. Takahashi, K. Otake, Ch. Konno, J. Nat. Prod. 49(2), 293-297, 1986.

12y S. Ovodov, V.. Shibaeva, Khim. Prir. Soed. 5(6), 589-590, 1969.

13 Ch.J. Shao, R. Kasai, J.D. Xu, O. Tanaka, Chem. Pharm. Bull. 37 (1), 42-5, 1989.

14 3. Yang, S. Zhao, Ch. Yu, and Ch. Li, Scient. World J. 1-8, 2013.

15A. Panossian, G. Wikman, and H. Wagner, Phytomed. 6, 297-300, 1999.

16'W. Jin, F. Wu, X. Li, H. Li, Ch. Du, Q. Jiang, J. You, S. Li, and Y. Xu, Phytother. Res. 27, 1829-1833, 2013.



dopuscita bezposrednig komercjalizacje suplementéw zawierajgcych E. senticosus w USA,
bez zgody Agencji Zywnosci i Lekow (FDA). Y

W lecznictwie stosuje si¢ gldwnie jeden gatunek, E. senticosus, stosunkowo mato jest
informacji odno$nie sktadu chemicznego i aktywnos$ci biologicznej gatunkow z nim
spokrewnionych, takich jak E. giraldii (Harms) Nakai, E. gracilistylus (W.W Smith) S.Y. Hu,
E. divaricatus (Siebold et Zucc.) S.Y. Hu, E. setchuenensis (Harms) Nakai, E. sessiliflorus
(Rupr. et Maxim.) S.Y. Hu, E. henryi Oliv. i E. lasiogyne (Harms) S.Y. Hu.

Kora z korzeni E. gracilistylus, opisana w Farmakopei Chinskiej jako Cortex
Acanthopanacis, stosowana byta w leczeniu reumatyzmu, jako $rodek tonizujgcy na watrobe
i nerki. Wykazano jej dziatanie immunomodulujace i przeciwnowotworowe. 1819

Eleutherococcus sessiliflorus w medycynie ludowej stosowany byt jako $rodek
przeciwbolowy, przeciwgoraczkowy i diuretyczny. Badania in vitro wykazaty, ze ekstrakty z
lisci hamowaty aktywnos$¢ lipazy. 20 2

Eleutherococcus setchuenensis stosowany byt w Chinach jako srodek wzmacniajacy,
poprawiajacy krazenie krwi, przeciwreumatyczny. 222

Rosliny, oprocz leczniczego wykorzystania, stanowig bogate zrodto skladnikow
odzywczych. Od kilku lat obserwowany jest nowy koncept badawczy. Istnieje grupa
surowcow, ktora posiada wysoki potencjal odzywczy i terapeutyczny, tzw. surowce
nutrifarmaceutyczne (pharmanutrition products). Surowce te sg przedmiotem intensywnych
badan ze wzgledu na unikatowe wlasciwosci, taczace cechy surowcdéw z pogranicza zywienia
i farmakologii, cechy surowcow, ktore pelnig inne funkcje niz tylko odzywcze. Wedlug
Folkerts 1 Garssen do tej grupy produktéw mozna zaliczy¢ zywnos$¢ funkcjonalng, ktora wg
jednego z kryteriow powinna zawieraé sktadniki, do ktérych przypisany jest efekt dziatania. 2*
Poniewaz ro$liny z rodzaju Eleutherococcus od wiekow stanowily réowniez surowiec
spozywczy, tematyka badan Habilitanta zostata poszerzona 0 obszar tzw. pharmanutrition
products.

W grupie spoteczenstwa europejskiego odnotowuje si¢ intensywny wzrost

zainteresowania produktami zawierajacymi w swoim sktadzie Eleutherococcus. Najwigksza

17A. Arouca, M.G. Grassi-Kassisse, Health, 5, 1509-1515, 2013.

18 C.S. Yook, X.Q. Liu, S.Y. Chang, S.Y. Park, T. Nohara, Chem. Pharm. Bull. 50(10), 1383-1385, 2002.
19J.P. Hou, Y. Jin, The Howorth Integrative Healing Press, 94-96, 2010 [on line, 16.111.2010].

20 WHO Regional Publication, Western Pacific Series No. 21, Manila 1998.

2LW.J. Jun., H.S. Seong, H. Chun, E.J. Lim, K.I. Kim, H.Y. Cho, Food Chem. 105, 1557-1563, 2007.

2 W.M. Zhao, G.W. Qin, R.S. Xu, X.Y. Li, J.S. Liu, Y. Wang, Fitot. 70, 529-131, 1999.

2 D. Zatuski, H.D. Smolarz, A. Bogucka-Kocka, Cur. Issu. Pharm. Med. Sci., 27(1), 41-45, 2014.

2 G. Folkerts, J. Garssen, Pharma-Nutrition, Springer 2014,



podaz oferuje rynek niemiecki, gdzie zarejestrowano 10 tradycyjnych produktow leczniczych,
w Danii 2, w Szwecji, Hiszpanii, Francji i na Litwie 1. Ze wzgledu na brak upraw surowca w
Europie, preparaty czy surowiec sg sprowadzane glownie z Chin. Badania wykazaty, ze ponad
26% preparatow zawierajacych w swoim skladzie ekstrakty z korzeni E. senticosus i Panax
ginseng, nie spelnia norm farmakopealnych i zawarto$¢ zwigzkow czynnych jest nizsza niz
wymogi farmakopealne i1 deklaracja producenta. Zdarzaty si¢ przypadki zafalszowania
surowca, dodatek Periploca sepium jest najczgsciej wykrywany. Powyzsze zabiegi
przyczyniaja si¢ do strat finansowych producentéw leku roslinnego. Istotnym problemem sg
réwniez malejace zasoby naturalne gatunkow w poétnocnej Rosji i Chinach, co sktania do
podjecia poszukiwan nowych zrodet Eleutherococcus w Europie. W Korei Potudniowe;j,
Ministerstwo Srodowiska wprowadzito E. senticosus na liste roslin chronionych.?> 2

W Europie, najwigksza kolekcja Eleutherococcus znajduje si¢ w Polsce, w ogrodzie
botanicznym w Rogowie. Warunki klimatyczne sa dogodne dla wzrostu i rozwoju tych
gatunkow; dane geograficzne 51° 49'N i 53'E, $rednia, dlugoterminowa temperatura wynosi
20.1 °C, co klasyfikuje ogrod do 6b strefy klimatycznej (wg USDA Frost Hardiness Zones)
1 do drugiej strefy wg podziatu ,,Kornickiego". Rosliny sa uprawiane na glebie kwasnej,
piaszczystej, zasobnej w sole mineralne. %’

W ostatnich latach odnotowano wzrost zachorowalnosci na choroby cywilizacyjne,
do ktoérych zalicza si¢ choroby nowotworowe, metaboliczne, uktadu nerwowego 1 krazenia.
Istotnym czynnikiem wptywajacym na ich rozwdj jest udzial enzymoéw z rodziny hydrolaz,
takich jak acetylocholinesteraza (AChE), butyrylocholinesteraza (BuChE), hialuronidaza
(Hyal) i metaloproteinazy (MMPSs).

Acetylocholinesteraza 1 butyrylocholinesteraza s3 enzymami hydrolizujacymi
neurotransmitery, takie jak acetylocholina i butyrylocholina. W trakcie rozwoju chorob
neurodegeneracyjnych, takich jak Alzheimer, ilos¢ AChE spada o ok. 85%, wzrasta ilos¢
BuChE. Wedtug nowych koncepcji leczenia, istotng rolg¢ powinno pelni¢ hamowanie BuChE,
co mogtoby zwigksza¢ ilo§¢ neurotransmiteréw w mozgu i hamowac rozwoj choroby. Z tego
wzgledu w przedstawionym do oceny dorobku naukowym podjeto problematyke inhibicji
nie tylko AChE ale réwniez BUChE. 2829

%5 H.H. Fong, Integr. Cancer Ther. 3, 287-293, 2002.

%3, Yan-Lin, J. Med. Plants Res. 5(26), 6105-6111, 2011.

27J. Tumitowicz, P. Banaszczak, Rocznik Dendrologiczny, 55, 41-56, 2007.

28 A, Marston, J. Kissling, K. Hostettmann, Phytochem. Anal. 13, 51-54, 2002.
295, Giovanni, A. Borloz, A. Urbain, Eur. J. Pharm. Sci. 33, 109-119, 2008.
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Hialuronidazy odgrywaja kluczowa rol¢ w degradacji kwasu hialuronowego,
gtownego sktadnika macierzy zewnatrzkomorkowej, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia
angiogenezy i metastazy. Uczestnicza w reakcjach zapalnych i alergicznych, zwigkszaja
przepuszczalno$¢ tkanki tacznej, ulatwiajac dyfuzje toksyn, jadéw wezy 1 pszczot.
W lecznictwie niewiele jest inhibitoréw hialuronidaz, stosowana escyna nie ma naukowego
potwierdzenia jej skutecznosci. Brak skutecznych inhibitoréw Hyal zachecit Autora
do poszukiwania takich struktur w obrebie Eleutherococcus. 303132

Metaloproteinazy  s3  enzymami,  ktore  rozkladaja  bialka  macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM). Zwigkszong aktywno$¢ MMPs obserwuje si¢ w chorobach
tkanki tacznej, np.: reumatoidalnym zapaleniu stawow, chorobach przyzebia, a takze
w zaburzeniach Kkardiologicznych, chorobie Alzheimer’a, miazdzycy i zapaleniu nerwow.
Odgrywaja istotng role w metastazie nowotwordw, np. nowotwordw tagodnych i ztosliwych
skory. Ich rola w nowotworzeniu opiera si¢ gtdéwnie na rozktadzie ECM i aktywacji procesu
angiogenezy. Wymiernym efektem ich aktywnosci jest wzrost przerzutow nowotworowych.
Aktywowane promieniowaniem ultrafioletowym metaloproteinazy powoduja rozktad biatek
skory, takich jak kolagen, elastyna czy proteoglikany.333%*

Ocena surowca roslinnego wymaga przeprowadzenia wielokierunkowych badan nad
sktadem fitochemicznym oraz aktywno$cia biologiczng ekstraktow, przetworow
i wyizolowanych sktadnikow. Zdecydowana wigkszo$¢ dotychczasowych badan rodzaju
Eleutherococcus dotyczy jednego gatunku, E. senticosus, natomiast metabolity i aktywno$¢
biologiczna pozostatych gatunkoéw sa niedostatecznie poznane. Mato znany jest profil
metabolomiczny i bioaktywnos$¢ gatunkow uprawianych w Polsce. Najnowsze badania
naukowe wskazuja na znaczaca role prawidlowego zywienia w prewencji 1 wspomaganiu
terapii  schorzen cywilizacyjnych. Badania zmierzajace do okreslenia  profilu
nutrifarmaceutycznego Eleutherococcus nie byty prowadzone do tej pory zardéwno w Polsce
1 na S$wiecie. Nie znany jest wplyw na aktywno$¢ hialuronidazy, acetylo-
i butyrylocholinesterazy. Z tego wzgledu podjeta problematyka badawcza ma charakter

nowosci naukowej i wyznacza nowe kierunki uzytecznosci leczniczej surowca roslinnego.

%0 U.R. Kuppusamy, N.P. Das, Experientia, 47(11-12), 1196-1200, 1991. 3! K.K. Lee, J.J. Cho, E.J. Park, J.D. Choi, Internat.
J. Cosmet. Sci. 23, 341-346, 2001. 32 S.H. Moon, K.T. Kim, N.K. Lee, Y.S. Han, S.Y. Nah, S.G. Cho, Y.S. Park, H.D. Paik,
Food Sci. Biotech. 18, 267-270, 2009.  V.W. Yong, Ch. Power, P. Forsyth, D.R. Edwards, Nat. Neurosci. 2, 501-11, 2001.
34 T. Tomita, K. Iwata, Endocrine Path. 10(1), 15-26, 1999.
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3.2.2. Cel naukowo-badawczy

Wybor tematyki badawczej podyktowany zostal, w duzej mierze, brakiem badan

fitochemicznych i aktywnosci biologicznej gatunkoéw Eleutherococcus uprawianych w Polsce.

Celem badan naukowych, opisanych w publikacjach zgloszonych do postepowania
habilitacyjnego, bylo wuzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy gatunki z rodzaju
Eleutherococcus, uprawiane w polskich warunkach klimatycznych maja przydatno$¢ surowca
farmaceutycznego i/lub nutrifarmaceutycznego, i czy moga by¢ rozwazane jako zrodto

surowca, uprawianego w Polsce, na skal¢ przemystowa?

« Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Maxim.) Maxim.

« Eleutherococcus setchuensis (Harms) Nakai

» Eleutherococcus sessiliflorus (Rupr. & Maxim.) S.Y. Hu
* Eleutherococcus gracilistylus (W. W. Smith) S.Y. Hu

« Eleutherococcus henryi Oliv.

« Eleutherococcus divaricatus (Siebold & Zucc.) S.Y. Hu
« Eleutherococcus giraldii (Harms) Nakai

« Eleutherococcus lasiogyne (Harms) S.Y. Hu

Cel nadrzgdny zostat zrealizowany poprzez rozwigzanie trzech problemow badawczych:

1. Analiza jakosciowa 1 ilosciowa, izolacja 1 identyfikacja zwigzkow o charakterze
metabolitow pierwotnych, wtérnych i sktadnikoéw odzywczych w ekstraktach i preparatach

galenowych.

2. Analiza aktywnosci biologicznej ekstraktow, preparatow galenowych i wyizolowanych
zwigzkow  (inhibicja  hialuronidazy, acetylocholinesterazy, butyrylocholinesterazy,
metaloproteinaz, aktywno$¢ antyoksydacyjna i cytotoksyczna) z uwzglednieniem zaleznosci
SAR (Structure-Activity Relationship).
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3.2.3. Oméwienie wynikow stanowigcych podstawe habilitacji

Wykaz stosowanych skrotow: AChE - acetylocholinesteraza, BUChE - butyrylocholinesteraza, Hyal -
hialuronidaza, MMPs - metaloproteinazy, SAR - zalezno$¢ aktywnosc-struktura, UAE - ekstrakcja
wspomagana ulradzwigkami, mg/g DE - mg/g suchy ekstrakt, TPC - catkowita zawarto$¢ polifenoli,
TFC - catkowita zawarto$¢ flawonoidow, DPPH* - 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl, DNPH -
dinitrofenylohydrazyna, AAS - absorpcyjna spektrometria atomowa, PAMPA - przepuszczalnosé
przez sztuczng btone lipidowa, HPTLC-DB - test bezposredniej autografii, CEM/C1 - linia
komorkowa ludzkiej ostrej biataczki limfoblastycznej, oporna na kamptotecyng, CCRF/CEM - linia
komorkowa ludzkiej ostrej biataczki T limfoblastycznej, HL-60 - linia komorkowa ludzkiej ostrej
biataczki promielocytowej, HL-60/MX1 i HL-60/MX2 - linie komorkowe ludzkiej ostrej biataczki
promielocytowej (oporna na mitoksantron), Jurkat 45 - linia komorkowa ludzkiej ostrej biataczki
limfoblastyczne;j.

Publikacja H-1

Zatuski D., Cie$la L., Janeczko Z. ,,The Structure-Activity Relationships of Plant Secondary
Metabolites with Antimicrobial, Free Radical Scavenging and Inhibitory Activity towards
Selected Enzymes™ w ,,Studies in Natural Product Chemistry (Bioactive Natural Products)".
Edytor Prof. Atta-ur Rahman; Elsevier Science Publishers, Amsterdam, Holandia. 45, 2015,
217-249.

MNISW: 5 pkt

W trakcie pracy nad zwigzkami roslinnymi i poszukiwaniem Kkorelacji pomiedzy
budowa chemiczng a aktywnos$cig, Autor zostal zaproszony do napisania rozdzialu
ksigzkowego z tej tematyki. Zaproszenie do opracowania rozdzialu jest uznaniem pracy
Habilitanta w tej tematyce, dlatego praca zostala wilaczona do osiggnie¢ naukowych,
zglaszanych do postgpowania habilitacyjnego.

Literatura naukowa dotyczaca zaleznosci pomiedzy strukturg pojedynczych zwigzkow
pochodzenia roslinnego, a ich aktywnos$cig jest niewystarczajgco opisana. Wigkszos$¢ danych
odnosi si¢ do aktywno$ci ekstraktow lub, w ograniczonym stopniu, do pojedynczych
zwigzkéw. W dostepnej literaturze brakowalo opracowania opisujacego mechanizmy
dziatania roslinnych zwigzkéw o potencjale inhibitorow Hyal, AChE, BuChE, MMPs,
przeciwbakteryjnym i antyoksydacyjnym, z uwzglednieniem zaleznosci struktura-aktywnos¢
(SAR). To zachecito Autora do podjecia tej problematyki, efektem czego byl rozdziat
ksigzkowy o zasiggu miedzynarodowym. Szczegélowa analiza literatury naukowej, ponad

700 pozycji, pozwolila na poszerzenie wiedzy i opracowanie waznego dla nauki rozdziatu.
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W pierwszej czesci przedstawiono budowe i role biologiczng hialuronidaz. Szczegdlng
uwagg poswiecono inhibitorom tych enzymow, obecnych w grupie zwigzkoéw triterpenowych,
sktadnikéw olejkow eterycznych, kwaséw fenolowych i flawonoidow. Skupiono si¢ na
okresleniu wartosci ICsp, Kj 1 rodzaju inhibicji. Wykazano, ze najsilniejsze dziatanie posiadaja
zwigzki fenolowe (kwasy fenolowe i flawonoidy), ktorych mechanizm dziatania oparty jest
na kompleksowaniu jonéw metali obecnych w $rodowisku reakcyjnym lub centrum
aktywnym enzymu. Stopien inhibicji zalezal od liczby grup -OH w czasteczce, szczegodlnie
w pozycji 3,3"i 5'.

Opisano inhibitory AChE i BuChE, ktore zidentyfikowane zostaly m.in. w grupie
alkaloidéw 1 terpendow. Wspotczesne badania naukowe wykazaly, ze terpeny moga by¢
alternatywng dla alkaloidow grupa inhibitorow. Wysoka aktywno$¢ niektorych zwiazkow
[(+)-2-karen, ICsp 0.2 mM; (+)-pulegon, ICso 0.89 mM] zalezna jest od potozenia wigzania
C=C, najwigksza aktywnos$¢ wykazuja zwiazki typu C3.

Nastepna czg¢s¢ zawiera charakterystyke inhibitoréow MMPs. Jednym z silniej
dzialajacych zwigzkow jest kwas anakardowy, ktéry chelatuje jony cynku i tworzy wigzania
wodorowe z grupami czynnymi aminokwasow centrum aktywnego enzymu.

W dalszej czeSci opisano mechanizmy przeciwbakteryjnego i przeciwgrzybicznego
dziatania zwigzkow roslinnych. Dla wigkszosci analizowanych struktur chemicznych
(plumbagin, pinocembryna, chalkon pinocembryny, tymol, karwakrol) wykazano, ze
mechanizm ich dziatania oparty jest na indukowaniu zmian w strukturze bton komérkowych,
prowadzac do destabilizacji komorki. Zwiazki te wptywaja na procesy energetyczne, takie jak
fosforylacja adenozyny, obnizajaCc poziom energetyczny komorki.

Duza uwage poswigcono problematyce zaleznosci aktywnos$ci antyoksydacyjnej
zwigzkow od ich budowy. Skupiono si¢ na zwigzkach niefenolowych (mono-,
di- i seskwiterpeny, karotenoidy), ktorych aktywno$¢ antyoksydacyjna jest stabo poznana.
Dotychczas uwazano, ze za aktywnosc¢ olejku eterycznego odpowiadajg zwiazki fenolowe, np.
tymol, karwakrol, eugenol. Najnowsze badania naukowe wskazujg na znaczacy udzial w
aktywnos$ci antyoksydacyjnej skladnikéw niefenolowych olejku eterycznego. Aktywnos$¢
antyoksydacyjna tych zwiazkow jest zalezna od obecno$ci grupy metylenowej, ugrupowania
1,4-cykloheksadienu i skoniugowanego wigzania m w tancuchu terpenowym. Analiza
literatury dostarczyta badzo ciekawych informacji odno$nie wptywu polarnosci srodowiska na
aktywnos$¢ antyoksydacyjng terpendéw. Niektore zwigzki terpenowe sg aktywne w srodowisku
niepolarnym, niektore w polarnym. Przyczyny tych reakcji nie zostaty jeszcze wyjasnione.
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Rozdziat stanowi zbior aktualnego stanu wiedzy na temat zaleznosci pomiedzy
strukturg zwigzkow roslinnych a aktywnos$cig. Opracowanie bylto inspiracjg do planowania i
wykonania czgéci doswiadczalnej, zawarte] w pozostatych publikacjach, stanowiacych

podstawe habilitacji.

Publikacja H-2

Zaluski D., Janeczko Z., Variation in phytochemicals and bioactivity of the fruits of
Eleutherococcus species cultivated in Poland, Natural Product Research, 2015; 29(23), 2207-
11.

IF 1.057, MNiSW: 20 pkt

W dostepnej literaturze naukowej nie byto badan dotyczacych wydajnosci ekstrakcji
UAE, zawartos$ci zwigzkow fenolowych, sktadu mineralnego, sktadu olejku eterycznego w
owocach E. senticosus i E. henryi $wiezo suszonych i po rocznym przechowywaniu
w warunkach domowych (temperatura pokojowa, ciemne miejsce). Ponadto, zbadano wptyw
ekstraktow na aktywnos$¢ Hyal i zdolno$¢ redukcji DPPH*.

W pierwszym etapie okreslono wydajnos¢ ekstrakcji (UAE; 75% wodny r-6r etanolu),
wykazujac najwyzszy procent wydajnosci (44.02) dla Swiezo wysuszonych owocow
E. senticosus, po rocznym przechowywaniu surowca wydajno$¢ zmalata do 27%. Nie
zauwazono znaczacych zmian w catkowitej zawartosci polifenoli dla analizowanych préb
(3850-4350 mg/100g DE). Catkowita zawarto$¢ flawonoidow zawierata sie w przedziale
1340-1800 mg/100g DE i byla najwyzsza dla $wiezo suszonych owocoéw E. henryi.
Na podstawie analizy wynikéw z DNPH zauwazono, ze obydwa gatunki zawieraja wigcej
flawononéw i dihydroflawonoli. Uwzgledniajac sktad mineralny, suszone owoce E. henryi
przechowywane rok, zawieraty najwiecej Ca, Mg, Mn, Cu (6885, 2815, 364, 8.62 mg/kg).
Suszone owoce E. senticosus przechowywane rok zawieraly najwyzsza ilos¢ Fe sposrod
innych prob (53 mg/kg). Na podstawie analizy literatury, nie stwierdzono obecnosci Fe
w owocach E. senticosus rosngcego w Azji.

W kolejnym etapie badan, stosujgc GC-MS/MS, okreslono sktad olejku eterycznego.
Wszystkie probki zawieraty 0.3% v/d.w. olejku. Zgodnie z wymogami farmakopealnymi,
uwzgledniajagcymi zawartos$¢ olejku w surowcu, taka ilo$¢ kwalifikuje powyzsze gatunki jako
surowiec olejkowy (>0.1%). Najwiecej sktadnikéw olejku zidentyfikowano w owocach E.
henryi (30) i E. senticosus (7) po rocznym przechowywaniu, natomiast owoce §wiezo suszone
obydwu gatunkow zawieraty po trzy sktadniki. Dominujagcym sktadnikiem olejku w E.
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senticosus byt spatulenol (92.07% dla surowca $wiezo suszonego i 11.34% po rocznym
przechowywaniu). Z kolei w $wiezo suszonych owocach E. henryi dominowat S-longipinen
(49.11%), po rocznym przechowywaniu stwierdzono najwigcej iso-longifololu (24.23%).

Zbadano wptyw ekstraktow na aktywno$¢ hialuronidazy. Warto$¢ 1Cso zawierata si¢
w przedziale 0.58-0.87 mg/ml, przy najwickszej warto$ci dla owocow E. senticosus
po rocznym przechowywaniu.

Analizowane surowce wykazaty stosunkowo wysoka zdolno$¢ redukcji rodnika
DPPH* (ECso 0.1-0.29 mg/ml). Najwyzsza aktywno$¢ wykazaly Swiezo suszone owoce
E. senticosus.

Uzyskane wyniki wskazuja na brak istotnych zmian w zawarto$ci polifenoli i
flawonoidow, jak rowniez zmian w aktywno$ci biologicznej pomig¢dzy gatunkami, oraz
surowcem $wiezo suszonym i rok przechowywanym. Przez ten okres surowiec nie traci
aktywnosci biologicznej, mozna zasugerowaé, ze minimalny okres przydatnos$ci surowca

wynosi jeden rok.

Publikacja H-3

Zatuski D, Olech M., Galanty A., Verpoorte R., Kuzniewski R., Nowak R., Bogucka-Kocka
A., Phytochemical content and pharma-nutrition study on Eleutherococcus senticosus fruits
intractum. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2016; 1-10.

IF 4.593, MNiSW: 30 pkt

Wiyniki wieloletniej analizy surowca, jak rOwniez zauwazalny wzrost zainteresowania
preparatami galenowymi na rynku europejskim, zachegcily Autora do zbadania profilu
chemiczno-biologicznego intraktu sporzadzonego na bazie owocoéw z Eleutherococcus
senticosus (produktu, ktory nie jest jeszcze dostepny na rynku). Celem pracy byta analiza
kwasow fenolowych i skfadu mineralnego w intrakcie, oraz jego aktywno$¢ cytotoksyczna,
inhibicyjna wobec hialuronidazy i antyoksydacyjna.

W pierwszym etapie pracy okreslono calkowita zawarto$¢ flawonoidéw i polifenoli.
Intrakt charakteryzowat si¢ wysoka zawartoscig sumy flawanondéw i1 dihydroflawonoli (73.5
mg/g DE) w poréwnaniu do catkowitej zawartosci flawonoidéw (92 mg/g DE). Catkowita
zawartos¢ polifenoli wyniosta 130 mg/g DE.

Do analizy kwasow fenolowych zastosowano wysokosprawng chromatografie
cieczowg sprzgzong ze spektrometria mas (LC-ESI-MS/MS). Analizator ESI-MS zostal

ustawiony w trybie MRM (multiple reaction monitoring), ktory gwarantuje wyzsza
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selektywnos¢ i doktadnos¢ oznaczen iloSciowych w poréwnaniu z technikami SRM (single
reaction monitoring) i SIM (single ion monitoring). Na podstawie wynikow analizy metoda
LC-ESI-MS/MS o negatywnej jonizacji, zidentyfikowano 9 kwasow fenolowych, wobec 16
kwaséw wzorcowych. Intensywny sygnat zaobserwowano dla jonow o m/z 178.7—134.9,
charakterystyczy dla kwasu trans-kawowego i 0 m/z 166.8—107.9, charakterystyczy dla
kwasu wanilinowego. W najwigkszej ilosci oznaczono kwas trans-kawowy w surowym
intrakcie (41.2 mg/g DE), oraz wanilinowy po hydrolizie kwasowej (21.1 mg/g DE).

Stosujac technike AAS okreslono sktad mineralny intraktu. Na uwage w niniejszej
pracy zastuguje wysoka zawartos$¢ zelaza (32.7 mg/kg), ktora jest wyzsza niz w owocach rozy
(27.0 mg/kg), popularnym surowcu leczniczym i odzywczym stosowanym w Europie.
Drugim mikroelementem o wysokiej zawarto$ci byt mangan (54.3 mg/kg).

Wzrost aktywnosci hialuronidazy obserwuje si¢ w niektorych stanach patologicznych,
np. zlosliwy guz graniczny (48.7 ml.U./mg biatka), torbiele czynno$ciowe jajnikow (53.4
ml.U./mg biatka), tagodny nowotwor nabtonkowy (89.2 ml.U./mg biatka), rak graniczny
jajnika (108.9 ml.U./mg biatka). Aktywno$¢ w stanie fizjologicznym w jajnikach wynosi
30 mL.U./mg biatka. Badajac wplyw intraktu na aktywno$¢ Hyal, w omawianej publikacji,
uwzgledniono powyzsze jednostki aktywnos$ci. Zaobserwowano istotne obnizenie aktywnosci
hialuronidazy wobec proby kontrolnej z escyng i naryngening. Najwyzszy procent inhibicji
wykazal intrakt w zakresie 60-2.1%, nast¢pnie escyna w zakresie 50-13.5% i naryngenina
w zakresie 38.9-15.4%. Wykazano, ze % inhibicji Hyal byt zalezny od jednostki aktywnosci
1 malat wraz ze wzrostem jednostki.

Postugujac sie testem z bigkitem trypanu zbadano aktywnos¢ cytotoksyczng intraktu
wobec ludzkich linii biataczkowych CEM/C1, CCRF/CEM, HL-60, HL-60/MX1 i HL-
60/MX2. Warto$¢ 1Cso zawierala si¢ w przedziale od 10.4 do 50 pg/ml. Najwigksza
cytotoksycznos$¢ stwierdzono wobec linii ludzkiej biataczki promielocytowej HL-60 (ICso
10.4 pg/ml; kontrola podofilotoksyna ICsp 0.0085 pg/ml).

Na podstawie reakcji redukcji DPPH*, okre§lono aktywnos¢ antyoksydacyjng intraktu.
Warto§¢ ECso wyniosta 52 pg/ml. Jako kontrole zastosowano kwas askorbinowy (ECsp 40
pg/ml) i a-tokoferol (ECso 5 pg/ml). Antyoksydacyjng aktywno$¢ intraktu potwierdzono
testem TLC-DB/DPPH* dot-blot, gdzie odbarwienie DPPH* zauwazono po jednej minucie
dla stezenia intraktu 10 pg/plama.

Uzyskane wyniki stanowig podstawe do kontynuowania badan z uzyciem intraktu w
zakresie badan in vivo, celem potwierdzenia bezpieczenstwa jego stosowania. Wysoka
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aktywnos$¢ antyoksydacyjna i inhibicyjna intraktu wobec hialuronidazy moze by¢ wynikiem
obecnosci grup karboksylowych 1 ugrupowan fenolowych w kompleksach fenolokwasowo-

flawonoidowych.

Publikacja H-4

H-3: Zaluski D., Mendyk E., Smolarz H.D., Identification of the MMP-1 and MMP-9
inhibitors from the roots of Eleutherococcus divaricatus, and the PAMPA test. Natural
Product Research, 2016; 30(5), 595-599.

IF 1.828, MNiSW: 20 pkt

Celem pracy byla izolacja zwigzkéw o potencjale inhibitorow MMP-1 i MMP-9
z chloroformowego ekstraktu z korzeni E. divaricatus, okreslenie ich rozpuszczalnoSci
kinetycznej i przepuszczalno$ci przez btong potprzepuszczalna.

Weczesniejsze badania wlasne wykazaty, ze chloroformowy ekstrakt z korzeni
E. divaricatus hamowat MMP-1 na poziomie 100% i MMP-9 na poziomie 39% [D7]. W celu
poszukiwania pojedynczych inhibitoréw, podjeto probe izolacji i identyfikacji sktadnikoéw
ekstraktu. W pierwszym etapie badan, stosujac technike chromatografii kolumnowej (zel
krzemionkowy 60, sefadeks LH-20), wyizolowano (+)-sezamin¢ [2,6-bis(3,4-
metylenodioksyfenylo)-3,7-dioksybicyklo(3.3.0)octan]. Identyfikacji zwiazku dokonano
na podstawie analizy widm GC/MS, 'H i *¥C NMR, HMQC, HMBC, COSY, DEPT.
(+)-Sezamina, w postaci wolnej, zostala oznaczona po raz pierwszy w tym gatunku.

W badaniach biologicznych (+)-sezamina oraz substancje wzorcowe eleuterozydéw B,
E, E1 oraz izofraksydyna, kwas oleanolowy i ursolowy hamowaty aktywnos¢ MMP-1 i
MMP-9. Najwyzszy procent inhibicji wobec dwoch enzyméw wykazat kwas ursolowy
(90.9%/MMP-1; 89.8%/MMP-9). Jako kontrole zastosowano TIMP-1 (tkankowy inhibitor
metaloproteinaz) i o-fenantroling. Poziom inhibicji dla TIMP-1 wyni6st odpowiednio
72.7%/MMP-1; 77.9%/MMP-9, dla o-fenantroliny 63.6%/MMP-1; 81.3%/MMP-9.

Jednym z problemow w analizie fitochemicznej jest rozpuszczalno$¢ zwigzkow.
W tym celu okreslono rozpuszczalno$¢ kinetyczng dla (+)-sezaminy i kwasu ursolowego.
Oba zwiagzki dobrze rozpuszczaty si¢ w buforze 0.1M PBS/30% EtOH, pH 7.4 (138 i 240
ug/ml dla (+)-sezaminy i kwasu ursolowego), nieco stabiej w buforze 0.1M PBS pH 7.4 (10 i
170 pg/ml dla (+)-sezaminy i kwasu ursolowego). Uwzgledniajac rozpuszczalnos¢ zwigzkow
chemicznych, stworzono trzy grupy rozpuszczalno$ci; niska (< 10 pg/ml), $rednia (10-60

pg/ml), wysoka (> 60 pg/ml). Na podstawie uzyskanych wynikéw rozpuszczalnosci, bufor
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0.1M PBS/30% EtOH, pH 7.4 stanowit dobry rozpuszczalnik dla tych zwigzkow,
rozpuszczalnos$¢ byta wysoka.

Efekt biologiczny zwiazkéw zalezy roéwniez od ich przepuszczalnosci przez blony
biologiczne. W tym celu, postugujac sie testem PAMPA z detekcjg LC/MS, zbadano zdolno$é
dyfuzji kwasu ursolowego i (+)-sezaminy przez blong¢ PVDF, pokryta 1% r-em L-a-
fosfatydylocholiny. Stwierdzono wysoka przepuszczalno$¢ dla kwasu ursolowego (Pe 30.0 x
10 cm/s) i $rednig dla (+)-sezaminy (Pe 17.4 x 10® cm/s). Jako kontrole pozytywng uzyto
werapamilu (Pe 42.1 x 10® cm/s), jako negatywna teofiliny (Pe 2.9 x 10 cm/s).

Uzyskane wyniki dostarczaja waznych informacji odnosnie regulacji aktywnosci
MMP-1 i MMP-9 na poziomie biochemicznym, przez surowe ekstrakty i izolowane z nich
sktadniki. Wysoka aktywnos¢ kwasu ursolowego 1 przepuszczalno$¢ przez btong¢ PVDF
zachg¢cajg do kontynuowania badan na poziomie molekularnym i komorkowym. Uzyte po raz
pierwszy bufory, jako rozpuszczalniki sezaminy i1 kwasu ursolowego, pozwola na
wykluczenie z grupy badan biologicznych in vitro i in vivo toksycznych rozpuszczalnikow

(np. chloroform, metanol, DMSO).

Publikacja H-5

Zatuski D., Kuzniewski R., In Vitro Anti-AChE, Anti-BuChE, and antioxidant activity of 12
extracts of Eleutherococcus species. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2016; 1-7.

IF 4.593, MNiSW: 30 pkt

Rosliny z rodzaju Eleutherococcus od lat byly stosowane w krajach Azji w celu
polepszenia pamigci 1 procesOw kojarzeniowych. Wspotczesna literatura naukowa opisuje
kilka badan wptywu ekstraktow z E. senticosus na regeneracje neuronow uszkodzonych przez
S(25-35) amyloid, natomiast nie znany jest wplyw ekstraktow czy pojedynczych zwigzkoéw
na aktywno$¢ AChE i BuChE.

W niniejszej pracy wykazano, ze 75% etanolowe ekstrakty z korzeni E. senticosus,
E. gracilistylus, E. divaricatus, E. setchuenensis, E. sessiliflorus i E. henryi obnizaty
aktywno$¢ AChE w zakresie ICso 0.3-1.75 mg/ml, najsilniej hamowaly E. setchuenensis
i E. sessiliflorus. Wykazano roéwniez hamowanie aktywnosci BuChE w zakresie

ICs0 0.13-1.22 mg/ml, najsilniej hamowat E. henryi.
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Sposrod  ekstraktow  chloroformowych, aktywno$¢ wobec AChE wykazatly
E. senticosus, E. setchuenensis i E. gracilistylus w zakresie 1Cso 0.37-1.08 mg/ml, najsilniej
hamowat E. gracilistylus. Wszystkie ekstrakty chloroformowe hamowaty aktywno$¢ BuChE
w zakresie 1Cso 0.12-1.68 mg/ml, najsilniej hamowaty E. setchuenensis, E. sessiliflorus
i E. gracilistylus.

W dalszej czeg$ci pracy podjeto probe poszukiwania pojedynczych inhibitorow w
ekstraktach, stosujac test HPTLC-DB. W ekstraktach etanolowych oznaczono cztery zwiazki
hamujace zarowno AChE i BuChE, natomiast w ekstraktach chloroformowych oznaczono
pie¢ zwiazkow.

W rozwoju chorob neurodegeneracyjnych istotng rolg¢ pelnia wolne rodniki, ktore
moga powodowac trwate uszkodzenie neuronow. Ekstrakty roslinne ze wzglgdu na zawartos¢
zwigzkéw polifenolowych moga dziala¢ prewencyjnie. W omawianej pracy wykazano,
ze ekstrakty etanolowe 1 chloroformowe zawieraly zwigzki redukujagce DPPH*. Stosujac test
HPTLC-DB/DPPH*, w ekstrakcie etanolowym z korzeni E. henryi oznaczono osiem
zwigzkoéw redukujacych DPPH*, sposrod ekstraktow chloroformowych, najwiecej zwigzkow
redukujacych DPPH*, cztery, zawierat E. senticosus i E. divaricatus.

Wyniki powyzszych badan zachecaja do izolacji zwigzkow czynnych i1 okreslenia
mechanizmow inhibicji metodami mikrokalorymetrycznymi 1 spektralnymi. CzeSciowo
potwierdzaja stuszno$¢ stosowania surowca przez ludno$¢ Azji w chorobach
neurodegeneracyjnych. Odkrycie inhibitorow AChE 1 BuChE w tych surowcach roslinnych
stvarza mozliwos¢ ich wykorzystania w polepszeniu pamigci oraz poprawie funkcji
poznawczych 1 behawioralnych poprzez normalizacje¢ neurotransmisji cholinergiczne; w

mozgu.

Publikacja H-6

Zatuski D., Kuzniewski R., Janeczko Z., HPTLC-profiling of eleutherosides, mechanism of
antioxidative action of eleutheroside E1, the PAMPA test with LC/MS detection and the
structure—activity relationship. Saudi Journal of Biological Sciences, 2018; 25, 520-528.
IF 2.564, MNiSW: 25 pkt

Wspotczesne badania fitochemiczne daza w kierunku wskazywania pojedynczych
sktadnikow odpowiedzialnych za efekt terapeutyczny, z okreSleniem ich mechanizméw
dziatania. W tej pracy podjeto probg okreslenia przydatnosci Eleutherococcus lasiogyne
i Eleutherococcus giraldii uprawianych w Polsce, jako potencjalne surowce zielarskie.
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Zalozeniem pracy byla analiza chromatograficzna ecleuterozydow B (4-f-D-glukozyd
syryngarezynolu), E (4,4”-O-f4-D-diglukozyd-(-)-syryngarezynolu) i E1 (4-O-5-D-glukozyd-
(+)-syryngarezynolu) w 75% ectanolowych ekstraktach z korzeni. Okreslono aktywnosc¢
antyoksydacyjng ekstraktow 1 eleuterozydéw, opracowano mechanizm antyoksydacyjnego
dziatania eleuterozydu E1, jak rowniez wykonano test PAMPA-LC/MS dla eleuterozydu E1.

Do identyfikacji eleuterozydow B, E 1 E1 w ekstraktach postuzono si¢ technika
wysokowydajnej chromatografi cienkowarstwowej HPTLC (High Performance Thin Layer
Chromatography). Identyfikacji eleuterozydéw dokonano na podstawie porownania warto$ci
R¢ substancji wzorcowych ze zwigzkami obecnymi w ekstrakcie, wykonano skany UV (241.2
nm). Na podstawie uzyskanych densytogramow stwierdzono obecno$¢ eleuterozydow B, E
i E1 w obydwoch ekstraktach. Nastgpnie oznaczono calkowita zawarto$¢ polifenoli i
fawonoidow. Korzenie E. giraldii i E. lasiogyne zawieraty podobng ilos¢ TPC (odpowiednio
51.4149.3 mg/g DE ) i TFC (odpowiednio 4.8 i 5.5 mg/g DE).

Zdolnos$¢ redukcji DPPH* byla na poziomie wartosci ECso 0.18 i 0.17 mg/ml dla
E. giraldii i E. lasiogyne. Sposrod eleuterozydow B, E i El tylko eleuterozydy El1 i E
wykazaty potencjat redukujacy dla ECsp37.03 pg/ml i 5.4 mg/ml. Na uwage zasluguje wysoki
potencjat eleuterozydu E1, wyzszy niz kwasu askorbinowego uzytego jako kontrola (ECso 41
pug/ml). Aktywnos¢ antyoksydacyjna eleuterozydu E1 zostala dodatkowo potwierdzona
testem HPTLC-DB/DPPH*.

W  tescie PAMPA-LC/MS (transport bierny) wykazano obecno$¢ sygnatu
w kompartmencie akceptora 0 m/z 579.2, ktory jest charakterystyczny dla eleuterozydu EI.
Dodatkowo jego identyfikacje potwierdzono poprzez poréwnanie widm ESI-MS i czasu
retencji (Rt=1.5 min.) ze wzorcem. Eleuterozyd E1 wykazatl niski stopien przenikalnosci
przez blong potprzepuszczalng (Pe 0.5 x 10°%cm/s).

Uzyskane wyniki zachgcily Autora do poszukiwania zalezno$ci pomigdzy
aktywnos$cig antyoksydacyjng a strukturg eleuterozydow. Rozwazania dotyczace tego
problemu zostaty ujete w Hipotezie Zaluskiego. Glownym zatozeniem hipotezy bylo
wyjasnienie potencjalnego mechanizmu antyoksydacyjnego dziatania eleuterozydu E1. Wielu
badaczy uwaza, ze aktywnos$¢ antyoksydacyjna zalezna jest od ilo$ci wolnych grup -OH,
szczegblnie w pozycji orto- i para-, od masy czasteczkowej, jak rowniez od obecnosci grupy
-OH przytaczonej do C2 potgczonego z C3 wigzaniem podwojnym. Eleuterozyd E1
jest glukozydem syryngarezynolu, ktory posiada wolng grupe -OH w pozycji para pier$cienia
aromatycznego, jak rowniez cztery grupy -OCHsz w pozycji meta. Wedlug zalozen hipotezy,
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antyoksydacyjny mechanizm dziatania eleuterozydu E1 oparty jest na interakcji DPPH* z
wolng grupa -OH w pozycji para- pierscienia aromatycznego (Rys. 1). W trakcie tej reakcji
tworzy si¢ rodnik arylowy eleuterozydu E1 (E1*) i DPPHH. Rodnik arylowy (E1*) taczy si¢ z
kolejng czastka DPPH* wedlug ponizszych rownan reakcji.

DPPH* + El«—s DPPHH + E1*
DPPH* + E1*<«— DPPH-E1

Dodatkowo rodnik arylowy moze by¢ stabilizowany przez grupy -OCHs, obecne

w pierScieniu aromatycznym eleuterozydu E1.
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Eleutheroside E1
OH

DPPH*

Complex DPPH - Eleutheroside E1

Rys. 1. Sugerowany mechanizm przeciwrodnikowego dzialania eleuterozydu E1.
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Publikacja H-7

Zatuski D., Olech M., Kuzniewski R., Verpoorte R., Nowak R., Smolarz H.D., LC-ESI-
MS/MS profiling of phenolics from Eleutherococcus spp. inflorescences, structure-activity
relationship as antioxidants, inhibitors of hyaluronidase and acetylcholinesterase. Saudi
Pharmaceutical Journal, 2017; 25, 734-743.

IF 2.302, MNiSW: 20 pkt

Kwiatostany gatunkéw Eleutherococcus stanowig surowiec roslinny, ktdrego
metabolity wtorne 1 aktywnos$¢ biologiczna nie zostaly zbadane przez zaden zespot naukowy.
Z tego wzgledu dobor surowca do badan stanowi jeden z elementdw nowosci naukowej
prezentowanej pracy. Celem pracy byla iloSciowa analiza kwasow fenolowych w 75%
etanolowych ekstraktach z kwiatostanow E. senticosus, E. gracilistylus i E. giraldii,
okreslenie ich  aktywnoséci antyoksydacyjnej, inhibicyjnej wobec hialuronidazy
1 acetylocholinesterazy. Kluczowym celem bylo poszukiwanie zalezno$ci, pomiedzy struktura
chemiczng glownych zwiazkoéw czynnych a ich aktywnoscia.

Stosujac ekstrakcje typu UAE wykazano, ze wydajnos¢ ekstrakcji zawierata si¢
w przedziale 15.24-26.64%, najwyzsza byta dla kwiatostanow E. gracilistylus. Najwicksza
calkowitg zawartos¢ polifenoli (5.18 mg/g DE) stwierdzono w kwiatostanach E. giraldii,
natomiast flawonoidow w E. gracilistylus (1.8 mg/g DE). Na podstawie widm ESI-MS,
zaobserwowano intensywne sygnaly dla jonéw o masie [M-H] réownej 152.9—107.8
i 178.7—134.9, ktore pochodzity od kwasow protokatechowego i trans-kawowego. Analiza
ilosciowa ujawnita wysoka zawartos¢ kwasu protokatechowego (E. gracilistylus, E. giraldii
I E. senticosus; 833.4; 855.6; 614.7 ug/g DE) i trans-kawowego (E. gracilistylus, E. giraldii
i E. senticosus; 280.8; 156.0; 167.6 ug/g DE).

Uwzgledniajac dziatanie antyoksydacyjne, kwiatostany E. gracilistylus posiadaty
najwickszg zdolno$¢ chelatowania Fe?*, hamowania peroksydacji lipidow i redukowania
DPPH* (ECsp 0.2; 3.2; 0.48 mg/ml). Tylko E. gracilistylus i E. giraldii hamowaty aktywno$¢
AChE na poziomie 16.1 i 12.2%, dla stezenia ekstraktow 22 pg. Wyzszy procent inhibicji
oznaczono wobec hialuronidazy w zakresie 16.4-60.7%, dla stezenia ekstraktow 22 pg.
Najwyzsza inhibicj¢ wykazaty kwiatostany E. giraldii.

Zwiazki fenolowe ze wzgledu na struktur¢ chemiczng moga by¢ odpowiedzialne
za dzialanie antyoksydacyjne surowca, jak roéwniez za inhibicj¢ enzymow. Analizy
statystyczne ujawnity silnie dodatnig korelacje pomiedzy aktywnoscig antyoksydacyjna
i zawarto$cig kwasu protokatechowego (R? 0.62-0.72), jak réwniez catkowita zawarto$cia
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polifenoli (R?0.61-0.71). Kwas protokatechowy i trans-kawowy posiadaja dwie wolne grupy
-OH, ktére moga chelatowac jony metali, jak rowniez by¢ donorem elektronéw w interakcji
z DPPH*. Wykazano silnie dodatnig korelacj¢ pomig¢dzy inhibicja AChE i zawarto$cig kwasu
protokatechowego (R?0.91).

Wyniki badan sugeruja, ze kwiatostany moga by¢ uzyte jako potencjalny surowiec
zielarski. Celowym wydaje si¢ prowadzenie dalszych prac badawczych z zakresu

bezpieczenstwa stosowania surowca i jego przetworow.

Publikacja H-8

Zatuski D., Olech M., Verpoorte R., Khan 1., Kuzniewski R., Nowak R., Phytoconstituents
and nutritional properties of the fruits of Eleutherococcus divaricatus and Eleutherococcus
sessiliflorus - a study of non-European species cultivated in Poland. Oxidative Medicine and
Cellular Longevity, 2017; 1-10.

IF 4.593, MNiSW: 30 pkt

Zalozeniem pracy bylo poznanie profilu odzywczo-chemicznego owocow
Eleutherococcus divaricatus i Eleutherococcus sessiliflorus. Ponadto, okresSlenie
potencjalnego poszerzenia obszaru wykorzystania owocow jako nowe sktadniki produktow
Z grupy pharmanutrition products.

Uwzgledniajac sktad odzywczy, wykazano wysoka zawarto$¢ btonnika w zakresie
45.63-61.41%. Owoce E. sessiliflorus charakteryzowaty si¢ wyzsza zawartoscia
weglowodanow (25.7%) niz owoce E. divaricatus (2.5%) i moga by¢ rozwazane jako
sktadniki diet wysokoweglowodanowych. Nie zauwazono znacznej rdéznicy w wartosci
kalorycznej owocow (255 i 273 kcal/100g dla E. divaricatus i E. sessiliflorus). Na podstawie
wynikoéw analizy AAS stwierdzono wysoka ilo$¢ Ca i K (odpowiednio, E. divaricatus 3310 i
2100 mg/kg; E. sessiliflorus 1730 i 2790 mg/kg). Z kolei wyniki chromatografii gazowej
(GC-FID) wykazaty obecnos$¢ 36 kwasow ttuszczowych. Dominujaca gupe stanowity kwasy
jednonienasycone (E. divaricatus, 57.95%; E. sessiliflorus, 54.84%) i kwasy
wielonienasycone (E. divaricatus, 36.22%; E. sessiliflorus, 37%). Na szczegdlng uwage
zastuguje trzykrotnie wyzsza ilos¢ kwasu a-linolenowego w owocach E. sessiliflorus (2.27%)
w porownaniu do owocow E. divaricatus.

Nastepnie przygotowano 75% etanolowe ekstrakty z owocow. Ze wzgledu na fakt,
ze owoce s3 popularnymi skladnikami wielu herbat ziotowo-owocowych, sporzadzono

roOwniez napary, celem okreslenia ich przydatnosci jako potencjalne sktadniki takich
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produktoéw. Ekstrakty etanolowe zawieraly nieco wigksza zawarto§¢ TPC w stosunku
do naparéow, w zakresie 45.3-52.3 mg/g DE. Calkowita zawarto$¢ flawonoidow byta
w zakresie 18.4-23.0 mg/g DE.

Na podstawie analizy widm ESI-MS, zaobserwowano intensywne sygnaty dla jonéw
0 masie [M-H] rownej 152.9—107.8 i 462.7—299.7, ktéore pochodzity od kwasu
protokatechowego i hiperozydu. Analiza iloSciowa ujawnila znaczacg zawarto$¢ kwasu
protokatechowego i hiperozydu, zarowno w naparach i ekstraktach etanolowych. Najwicksza
zawartoscig kwasu protokatechowego charakteryzowaly si¢ ekstrakty etanolowe z owocow
E. sessiliflorus (818 ng/100g DE). W przypadku naparéw zawarto$¢ kwasu protokatechowego
byta zblizona (267 1 270 ug/100g DE dla E. sessiliflorus i E. divaricatus). Ekstrakty
etanolowe z owocow E. divaricatus zawieraty 780 pg/100g DE hiperozydu, sposrod naparéw
najwiecej hiperozydu oznaczono w owocach E. sessiliflorus (280 pg/100g DE).

Przedstawione wyniki badan stwarzaja nowe perspektywy dla rozwoju efektywnych
produktow nutrifarmaceutycznych, ktore potencjalnie beda mogly by¢ uzyte w prewencji czy

wspomaganiu terapii chordb cywilizacyjnych.

3.2.4. Podsumowanie wynikow badan stanowigcych podstawe habilitacji

Monotematyczny cykl publikacji stanowigcy podstawe habilitacji, obejmuje 8
publikacji opublikowanych w latach 2015-2018, z sumarycznym wspolczynnikiem
oddziatywania IF 21.53, co stanowi 180 pkt. MNiSW. Wyniki badan byty prezentowane
na konferencjach krajowych 1 migdzynarodowych w postaci wystapien ustnych i1 prezentacji
posterowych. Badania poszerzaja wiedz¢ na temat metabolitbw obecnych w gatunkach
Eleutherococcus uprawianych w Polsce. Poznanie panelu aktywnosci biologicznej gatunkow
dostarczyto cennego zrodta informacji o przydatnosci farmaceutycznej i nutrifarmaceutycznej

surowca, z uwzglednieniem zwigzkow fenolowych oraz sktadnikow odzywczych.

Najwazniejsze osiagniecia przedstawione w publikacjach obeimuja:

a) Wykazanie, ze gatunki uprawiane w Polsce zawieraja zwigzki czynne (eleuterozydy, kwasy
fenolowe, flawonoidy), ktore moga wpltywaé na wilasciwosci lecznicze surowca. Ponadto,

zwigzki mineralne mogg wzmacnia¢ potencjat terapeutyczny surowca.
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b) Opracowanie hipotezy wyjasniajagcej mechanizm antyoksydacyjnego dziatania
eleuterozydu E1. Zaobserwowano zalezno$¢ aktywnosci antyoksydacyjnej eleuterozydow od
obecnosci 1 potozenia grupy -OH. Eleuterozyd E1 posiada wolna grupe -OH przytaczona
bezposrednio do pierScienia aromatycznego, ktora moze wchodzi¢ w interakcje z wolnymi
rodnikami. Takiego ugrupowania nie posiadajg eleuterozydy B i E, ktére rownolegle

wykazaty niski potencjat antyoksydacyjny.

c) Okreslenie przydatnosci farmaceutycznej kwiatostanéw z E. senticosus, E. gracilistylus
i E. giraldii jako nowych potencjalnych surowcow zielarskich. Wykazano, ze kwiatostany
charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia kwasu protokatechowego i trans-kawowego,
o uznanych wlasciwosciach zdrowotnych. Analizy statystyczne ujawnity silnie dodatnig
korelacje pomiedzy aktywnoscig antyoksydacyjna i zawartoscig kwasu protokatechowego (R?
0.62-0.72), oraz pomiedzy inhibicja AChE i zawarto$cig kwasu protokatechowego (R? 0.91).
Potwierdzono obserwacje innych autorow, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna zalezy od ilosci
wolnych grup -OH w pier§cieniu aromatycznym, polozenia wigzania podwdjnego i grupy

-OH.

d) Po raz pierwszy udowodniono, ze ekstrakty, przetwory i wyizolowane sktadniki hamuja
aktywno$¢ Hyal, AChE, BuChE i MMPs. Poziom inhibicji byl uzalezniony od st¢zenia
inhibitora 1 jednostki aktywnosci enzymu, w niektorych przypadkach wykazano wyzsza
inhibicj¢ niz inhibitoréw referencyjnych, takich jak escyna i o-fenantrolina. Odkryto,
ze intrakt sporzadzony z owocoéw E. senticosus, zawierajacy ugrupowania fenolowe, hamowat

aktywnos$¢ hialuronidazy silniej niz escyna.

e) Wyznaczono stopien rozpuszczalnosci (+)-sezaminy i kwasu ursolowego, co umozliwi
uniknigcie czesto pojawiajgcego sie w praktyce laboratoryjnej problemu, jakim jest
rozpuszczalnos¢ zwigzkéw pochodzenia roslinnego. Po raz pierwszy uzyto buforu 0.1M PBS
pH 7.4, jako rozpuszczalnika tych zwigzkow. Zastosowanie buforu stwarza wigksze
mozliwosci badawcze tych zwiazkéw, szczegdlnie w grupie badan aktywnosci biologicznej

in vitro i in vivo.

f) Wykazanie zaleznosci wydajnosci ekstrakcji (UAE) od rodzaju i czasu przechowywania
surowca. Najwyzsza wydajnos¢ uzyskano dla owocow $wiezo suszonych. Wysoka wydajnos¢
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ekstrakcji moze wynika¢ ze struktury anatomicznej surowca, ktoéry zawiera mniej
mechanicznie odpornych tkanek (kolenchyma, sklerenchyma), co ulatwia dyfuzje
rozpuszczalnikéw i solubilizacje zwigzkow 0 charakterze kompleksu
fenolokwasowo-flawonoidowego.  Obnizenie  poziomu  wydajnosci dla  surowca
przechowywanego rok moze by¢ wynikiem aktywnosci enzymatycznej i1 cze$ciowego

rozktadu glikozydow polifenolowych do niepolarnych aglikonow.

g) Intrakt z owocow E. senticosus moze by¢ rozpatrywany, jako potencjalny nowy produkt
na rynku preparatow pochodzenia ro$linnego. Jest zrddlem zwigzkoéw polifenolowych

1 mineraléw o wiasciwosciach prozdrowotnych i odzywczych.

h) Profil nutrifarmaceutyczny owocoéw E. divaricatus i E. sessiliflorus wyznacza nowe
kierunki prozdrowotnej uzyteczno$ci surowca, takie jak wzbogacanie diet w surowce bogate
w btonnik i nienasycone kwasy tluszczowe. Ze wzgledu na bogaty sktad odzywczy moze

mie¢ potencjalne zainteresowanie W grupie wegetarian i wegan.

Podsumowujac, przedstawione wyniki wielokierunkowych badan stanowig cenny dowdd
naukowy dla okreslenia pozycji surowca wsrod innych surowcoOw wykazujacych podobny
efekt leczniczy. Przeprowadzone badania pozwolily na wyczerpujace opracowanie
zaplanowanych zagadnien dotyczacych metabolitow w rodzaju Eleutherococcus i ich
bioaktywnosci. Wyniki stanowia alternatywe dla surowca i preparatow sprowadzanych z
Chin, czesto zlej jakosci lub zafalszowanych (okoto 26% preparatow sprowadzanych z Chin
nie spetnia norm farmakopealnych lub jest zafalszowana Periploca sepium). Wykorzystanie
czegsci nadziemnych jako surowiec, chronitoby naturalne czy uprawowe zasoby gatunkow,

ktorych liczba gwattownie si¢ obniza w Rosji i Chinach.

4. Pozostale osiagniecia naukowo-badawcze

4.1. Osiagniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Dziatalno$¢ naukowa Autora wniosku rozpoczeta si¢ w lutym 2008 roku, po przyjeciu
na stanowisko asystenta w Katedrze i Zakladzie Botaniki Farmaceutycznej, Wydziat

Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, pod
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kierownictwem Prof. dr hab. Heleny D. Smolarz. Od poczatku kariery naukowej przedmiotem
badan byta analiza chemiczno-biologiczna gatunkéw Eleutherococcus uprawianych w Polsce
(E. senticosus, E. setchuenensis, E. sessiliflorus, E. gracilistylus, E. henryi i E. divaricatus).
Whyniki prac zostaly opublikowane w czasopismach z IF i bez IF, jak rowniez byty

prezentowane na konferencjach.

Analiza chemiczna

Jednym z celow pracy byla optymalizacja uktadu chromatograficznego
do identyfikacji eleuterozydow B, B1, E i E1 w 24 etanolowych ekstraktach otrzymanych
z korzeni, owocow, lisci wiosennych i jesiennych. Pomimo dostgpnosci warunkéw rozdziatu
chromatograficznego dla powyzszych zwigzkéw w literaturze naukowej i farmakopeach
(Polska, Europejska, Amerykanska), wykorzystanie literaturowych faz ruchomych bazujacych
na heptanie, eterze diizopropylowym, kwasie octowym, benzenie i chloroformie nie dato
pozadanego rozdziatu. Lepsze parametry rozdziatu uzyskano stosujac uklad opracowany
przez Wagner’a: chloroform-metanol-woda 70:30:4 (v/v). Istotnym problemem rozdziatu
bylo usunigcie zwigzkow interferujacych z eleuterozydem B. Aby zapewnié lepszy rozdziat
dokonano modyfikacji uktadu chromatograficznego. Ptytki krzemionkowe rozwijano
w uktadzie faz: chloroform-metanol-woda 70:30:4 (v/v), a nastgpnie w chloroform-metanol-
toluen-amoniak 9:6:3:2 (v/v), [dwukrotnie w tym samym kierunku dla eleuterozydow B, E,
E1]. Z kolei izofraksydyne (aglikon eleuterozydu B1) analizowano w uktadzie: chloroform-
metanol-woda 75:25:4 (v/v), [jednokrotnie w tym samym kierunku]. Plytki RP-18W
rozwijano w uktadzie faz: metanol-woda-kwas octowy 6:3:1 (v/v), [jednokrotnie w tym
samym kierunku]. Do derywatyzacji plytek uzyto odczynnik Libermann-Burchard. We
wszystkich przypadkach otrzymano najlepsze wyniki rozdziatu, dobrze wyksztalcone paski
nadaja si¢ do iloSciowego oznaczania denzytometrycznego. Potwierdzono skuteczno$¢
stosowania tych technik do szybkich analiz ekstraktow roslinnych. Wyniki zostaty

opublikowane w pracach D4, D5 oraz byly prezentowane na konferencjach naukowych P6.

Analizg ilosciowa eleuterozydow B, E, E1 w korzeniach przeprowadzono metoda
HPTLC potaczong z denzytometrig. Oznaczenie prowadzono wobec wzorcowych roztworow
eleuterozydow B, E, El. Uzyto adsorbentu niepolarnego typu RP-18W, faz¢ rozwijajaca
stanowita mieszanina metanol-woda-kwas octowy 6:3:1 (v/v). Ptytki rozwijano jednokrotnie

w tym samym Kierunku.
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Analizujgc wyniki zauwazono, ze cleuterozydy B i E stanowig znaczny udzial.
Ilosciowo najwiecej eleuterozydu B oznaczono w E. henryi (3.42 mg/g), eleuterozydu E w
E. gracilistylus (1.3 mg/g), eleuterozydu E1 w E. divaricatus (0.90 mg/g). Uzyskane dane
potwierdzajg obecnos$¢ eleuterozydéw we wszystkich gatunkach uprawianych w Polsce.
Ponadto, dostarczajg waznych informacji na temat zawarto$ci eleuterozydow w E. senticosus
(1.52 mg/g), ktéry zawieral najmniej tych zwigzkow sposrod pozostatych gatunkow,
ale wigcej niz gatunek rosngcy w stanie naturalnym (Rosja, Chiny). Najwiekszg sumaryczng
ilo$¢ eleuterozydow zawieral E. henryi (5.52 mg/g) i ten gatunck byt rozpatrywany jako
potencjalne Zrodlo biologicznie czynnych eleuterozydéw. Wyniki zostaty opublikowane w

pracy D6 oraz byty prezentowane na konferencji naukowej P9.

Analiza biologiczna

Niezwykle istotnym kierunkiem badan bylo okreSlenie poziomu inhibicji
metaloproteinaz (MMP-1, 2, 3, 9) przez ekstrakty. Wyniki prac prowadzonych w ramach
wspolpracy z prof. K. Grzywnowiczem (Zakltad Biochemii, Wydzial Biologii |
Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej) wykazaty aktywno$¢ inhibicyjng
ekstraktow chloroformowych wobec MMPs. Dwa gatunki, E. gracilistylus i E. divaricatus,
wykazaty wysoki potencjal hamujacy wobec MMP-1, 3 i 9. Poziom inhibicji dla pierwszego
gatunku wyniost 74.1% (MMP-1) oraz 62.9% (MMP-3). Z kolei dla E. divaricatus wyniost
39.0% (MMP-1), 52.6% (MMP-3) oraz 100% (MMP-9). Wyniki zostaty opublikowane w
pracy D7 oraz byty prezentowane na konferencjach naukowych P10, P13.
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4.2. Osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych, inne niz stanowigce podstawe habilitacji

W pazdzierniku 2011 Habilitant zostal zatrudniony w Katedrze Farmakognozji,
Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski, na etacie asystenta,
od pazdziernika 2012 na etacie adiunkta. Od pazdziernika 2016 jest zatrudniony na etacie
adiunkta, p.o. kierownik w Katedrze Farmakognozji, Wydzial Farmaceutyczny, Collegium
Medicum, Bydgoszcz. Po uzyskaniu stopnia doktora, badania w dalszym ciggu koncentrowaty
si¢ na analizie fitochemicznej i fitofarmakologicznej rodzaju Eleutherococcus. Uzupetniono
I opublikowano pozostate wyniki badan zawartych w rozprawie doktorskiej. W tym okresie
powstato 10 prac oryginalnych z IF oraz 3 prace bez IF, 6 prac przegladowych, 1 rozdziat

ksigzkowy, 1 zgloszenie patentowe.
Analiza fitochemiczna

Jednym z kierunkoéw analizy fitochemicznej byta ocena jakos$ciowa i iloSciwa olejku
eterycznego (GC-MS/MS) otrzymanego z korzeni metoda destylacji z parg wodng, opisang
wg FP VII. W E. senticosus zidentyfikowano 69 zwigzkow, w E. setchuenensis 87, w E.
divaricatus 65, w E. gracilistylus 72, w E. henryi 69, w E. sessiliflorus 69. Zidentyfikowano
30 zwigzkow obecnych we wszystkich gatunkach. Sposrod tych zwiazkoéw oznaczono wysoka
zawartos$¢ farnezolu <E,E> (43,62-6,91%), farnezolu <E,Z> (7,29-0,70%), farnezolu <Z,E>
(1,40-0,15%). Najwyzszg zawartos$¢ farnezolu <E,E> zawiera korzen E. divaricatus (43,62%),
farnezolu <E,Z i Z,E> korzen E. senticosus (7,29 i 1,40%).

Uwzgledniajac  sktad chemiczny olejku wykazano rdéznice miedzygatunkowe.
Oznaczono zwiazki wystepujace tylko w pojedynczych gatunkach. Na szczegdlng uwage
zastuguje E. setchuenensis, w ktorym zidentyfikowano siedem, nie stwierdzonych w innych
gatunkach zwigzkow, E. henryi zawiera sze$¢ odrgbnych zwigzkow, E. senticosus i E.
gracilistylus zawierajag po 5 odrgbnych zwigzkow. Najmniej zwigzkéw roznigcych badane
gatunki zidentyfikowano w E. divaricatus i E. sessiliflorus. Wyniki zostaty opublikowane w

pracy Z10.

Kolejnym aspektem badan byto okreslenie catkowitej zawartosci polifenoli (TPC).
Catkowita zawarto$¢ polifenoli zawierata si¢ w przedziale 6.91-11.41 mg/g w badanych
korzeniach, 19.92-37.27 mg/g w lisciach i 6.1-57.5 mg/g w owocach. Najwiekszg ilos¢

stwierdzono w lisciach wiosennych E. sessiliflorus (37.27 mg/g), E. setchuenensis (29.24
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mg/qg) i E. divaricatus (29.01 mg/g). Zawarto$¢ polifenoli w liSciach wiosennych pozostatych
gatunkéw wyniosta od 20.32 do 27.48 mg/g. Sposrdd korzeni najbogatszymi w polifenole
byty korzenie E. senticosus (11.41 mg/g) i E. sessiliflorus (10.60 mg/g). Najmniejszg ilos¢
oznaczono w korzeniach E. henryi (7.19 mg/g), E. setchuenensis (7.06 mg/g) i E. divaricatus
(6.91 mg/g). Uwzgledniajagc owoce, najmniej polifenoli (6.1 mg/g) oznaczono w owocach E.
divaricatus, najwiecej (57.5 mg/g) w owocach E. senticosus. Wyniki zostaty opublikowane w
pracy Z11i Z13.

W ramach wspolpracy z dr hab. Renatg Nowak (Katedra i Zaktad Botaniki
Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie) okreslono sktad kwasow fenolowych
i flawonoidéw w naparach i nalewkach sporzadzonych z platkéw kwiatu, pseudoowocow,
nasion, lisci i korzeni Rosa rugosa (Thunb.). W grupie kwasow fenolowych, kwas galusowy
oznaczono w najwigkszej ilosci dla wszystkich badanych surowcow 1 przetworow
(0.1-11.1 pg/mg DE). Surowcem najbogatszym byly ptatki kwiatéw (11.1 pg/mg DE).
W grupie flawonoidow, nalewki z lisci i platkoéw kwiatow charakteryzowaty si¢ najwicksza
zawartoscig izokwercytryny (2.2 i 1.5 pg/mg DE) i hiperozydu (1.5 i 0.8 pug/mg DE).
Nalewka z lisci zawierala najwiecej izokwercytryny sposrdd innych przetwordow

(2.2 ng/mg DE). Wyniki zostaty opublikowane w pracy Z14.

Analiza fitobiologiczna

Jednym z wazniejszych osiagni¢¢ byto wykazanie hamujacego wptywu ekstraktow
na rozwoéj zarodnikow Nosema apis i Nosema ceranae w pszczole miodnej (wspotpraca
z dr hab. Aneta Ptaszynska, Zaktad Botaniki i Mykologii, Uniwersytet Marie Curie-
Sktodowskiej, Lublin). Ze wzgledu na ochrong patentowa, gatunki roslin 1 surowce nie moga
by¢ wymienione. Nosemoza jest choroba zakazna pszczol, ktorg wywoluja grzyby z rodzaju
Nosema. Ma charakter inwazyjny i powoduje tzw. ,,zesp6l masowego gini¢cia rodzin
pszczelich". Szczegdlnie niebezpieczna stala si¢ na przestrzeni ostatnich lat, stwarzajac
powazny problem zwigzany z utrzymaniem zdrowych populacji pszczot. W tym celu
okreslono wplyw réznych ekstraktow z réznych gatunkéw na przezywalnos$¢ pszczot
sztucznie zakazanych Nosema apis i Nosema ceranae. Wykazano wysoki poziom
terapeutyczny zakazen pszczot miodnych, ekstrakty skutecznie obnizaly ilo§¢ zarodnikow,
niektoére eliminowaly zarodniki w 100%. Zauwazono wplyw na wzmocnienie uktadu

odpornosciowego pszczol, wyrazonego wzrostem aktywnosci oksydazy polifenolowej.
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W testach kontrolnych wykazano brak wptywu ekstraktow na przezywalno$¢ pszczot, jak
robwniez na zmniejszenie ilosci pobieranego pokarmu, co $§wiadczy o braku dziatania
toksycznego. Wyniki pionierskich badan zostaly ujete w zgloszeniu patentowym nr
P.415155.

W dalszych badaniach okre$lono cytotoksyczno$¢ ekstraktow wobec ludzkich linii
biataczkowych (HL-60, Jurkat 45). Postugujac si¢ testem z blekitem trypanu, wyznaczono
wspotczynnik 1Cso (ang. Inhibitory Concentration), czyli takie stgzenie stymulatora przy
ktérym 50% komorek ulega $mierci. Stymulacj¢ prowadzono przez 24 godziny stosujac rozne
stezenia stymulatorow [2-600 pg/ml]. Najwickszg cytotoksyczno$¢ wykazal ekstrakt
chloroformowy z korzenia E. senticosus, ekstrakty etanolowe z korzeni E. sessiliflorus, lisci
wiosennych E. divaricatus, owocoéw swiezych E. sessiliflorus. Dla tych gatunkow uzyskano

odpowiednio nastepujace wartosci ICso: 2.8; 22; 199.7; 191.5 pg/ml.

W drugim etapie badan podjgto probg okreslenia mechanizmu dziatania ekstraktow
na komorki nowotworowe. Wyniki analiz daty odpowiedZ na pytanie czy ekstrakty dziataja
na komorki cytotoksycznie poprzez wiaczanie procesu apoptozy, nekrozy czy obydwu
jednoczesnie. Postuzono si¢ testem z aneksyna V znakowana FITC i jodkiem propidyny.
Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, ze udzial komoérek wczesnoapoptotycznych
dla wszystkich ekstraktow miescit si¢ w zakresie 27-37%. Najwigkszy 0znaczono
dla etanolowego ekstraktu z korzenia E. sessiliflorus, a najmniejszy dla ekstraktu z lisci
wiosennych E. henryi. Procent komoérek poéznoapoptotycznych 1 nekrotycznych
we wszystkich badaniach nie przekraczal 17. Zmiany te $wiadcza o umieraniu komorek

na drodze apoptozy. Wyniki zostaly opublikowane w pracy Z8 i Z13.

Kolejnym celem pracy bylo sprawdzenie, czy ekstrakty maja zdolnos¢ usuwania wolnych
rodnikow. We wspolpracy z dr hab. U. Gawlik-Dziki (Katedra Biochemii i Chemii Zywno$ci,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie) okreslono wlasciwosci antyoksydacyjne. Dokonano
tego poprzez ustalenie stopnia redukcji syntetycznego rodnika DPPH™*, stopnia peroksydacji

kwasu linolenowego i zdolnosci chelatowania jonow Fe?*.

Najwigkszg zdolnos¢ redukcji DPPH* posiadat ekstrakt z lisci E. senticosus
dla ktorego wartos¢ ECso wyniosta 1.16 mg/ml. Z kolei ekstrakty etanolowe z korzenii
E. gracilistylus najsilniej hamowaty utlenianie lipidow (ECsp 0.71 mg/ml). Wszystkie gatunki

wykazaty zdolnoéé chelatowania jonéw Fe?*. Na uwage zastuguja ekstrakty z lisci
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wiosennych E. setchuenensis (ECso 0.31 mg/ml). Wyniki zostaly opublikowane w pracy
Z11iZ13.

W ramach wspotpracy z dr hab. Irmg Podolak i dr Karoling Grabowska (Katedra
Farmakognozji, Uniwersytet Jagiellonski), zmodyfikowang przez Autora metod¢ oznaczania
aktywnos$ci hialuronidazy, zastosowano do okreslenia wplywu metanolowych ekstraktow
(liscie 1 todygi Chenopodium hybrydium L., liscie §wieze i suszone Impatiens parviflora DC),
chloroformowego ekstraktu (suszone liScie Impatiens parviflora DC) i izolatow (mono-
i digalaktolipid z lisci suszonych Impatiens parviflora DC) na aktywnos$¢ hialuronidazy.
Po raz pierwszy wykazano, ze galaktolipidy hamuja Hyal, potwierdzajac jednoczesnie
stuszno$¢ ich stosowania w chorobach zwyrodnieniowych stawoéw. Wyniki badan zostaly

opublikowane w pracach Z11 i Z12.

W ramach wspolpracy z dr hab. Renata Nowak (Katedra i Zaklad Botaniki
Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie) oznaczono aktywnos¢ antyoksydacyjng
naparéw | nalewek sporzadzonych z ptatkow kwiatu, pseudoowocow, nasion, lisci i korzeni
Rosa rugosa (Thunb.). Ponadto wykazano wptyw przetworow na aktywnos¢ Hyal i AChE.
Najwyzszg zdolno$¢ antyoksydacyjng (TEAC) wykazaly nalewki i napary z Kkorzeni
(3.2 1 4.25 mmol Trolx/g). Z kolei nalewki z korzeni i napary z lisci najsilniej hamowaty Hyal
dla wartosci ICso 0.6 i 0.8 mg/ml, odpowiednio. Uwzgledniajac inhibicj¢ AChE, najwyzszy
procent zahamowania wykazaly napary z platkow kwiatu 1 nalewki z pseudoowocoéw
(61.6138.3%). Przedstawione wyniki sg pierwszymi, ktore podaja naukowe dowody
wiasciwosci hamujgcych Rosa rugosa wobec Hyal. Wyniki zostaty opublikowane w pracy
Z14.

Wynikiem wspotpracy z dr hab. Anng Bogucka-Kocka (Katedra i Zaktad Biologii z
Genetyka, Uniwersytet Medyczny w Lublinie) bylo okreslenie zawartosci alkaloidow
(sanguinaryna, berberyna, protopina, chelidonina) w Dicentra spectabilis (L.) Lem., Fumaria
officinalis L., Glaucium flavum Crantz, Corydalis cava L., Berberis thunbergii DC.,
Meconopsis cambrica (L.) Vig., Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt., Macleaya cordata Willd.,
and Chelidonium majus L., stosujac technik¢ UPLC-MS/MS. Wykazano, ze M. cordata
zawiera najwigcej protopiny spos$rdd analizowanych gatunkéw (5463.6 ng/g). Najwyzsza
zawarto$¢ chelidoniny i sanguinaryny okreslono w C. majus (51040 i 7925.8 pg/g), podczas
gdy B. thunbergii zawieral najwigcej berberyny (6358.4 pg/g). Wyniki zostaty opublikowane
w pracy Z15. Przedmiotem kolejnego celu badawczego, w ramach powyzszej wspotpracy,
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byto okreslenie cytotoksycznego wptywu 20 kumaryn na ludzkie linie biataczkowe [CEM/C1,
CCRF/CEM, HL-60, HL-60/MX1, HL-60/MX2] oraz na ekspresj¢ genow MDR1, MRP1 i
BCRP. Na podstawie analizy wynikéw, stwierdzono, ze felopteryna byla najbardziej aktywna
wobec linii CEM/C1 (ICso 8 uM), biakangelicyna wobec CCRF/CEM i HL-60/MX1 (I1Cso 5.5
i 8 uM), 4-metylo-7-etoksykumaryna wobec HL-60 (ICso 10 uM), izopimpinelina wobec HL-
60/MX2 (ICso 26 uM). W probie kumaryny i mitoksantron, wykazano, ze felopteryna byta
najbardziej aktywna wobec linii CEM/C1 (ICso 10.5 uM), izopimpinelina wobec CCRF/CEM
(ICs0 10.5 uM), 4-metylo-7-metoksykumaryna wobec HL-60 (ICso 8.2 uM), heraklenina
wobec HL-60/MX1 (ICsp 16 uM), biakangelicyna i bergapten wobec HL-60/MX2 (ICso 23
uM). Klastry utworzone w oparciu o ekspresje genéow, pozwolity na podzial analizowanych
zwigzkéw na dwie grupy. Pierwsza obejmuje pochodne furanokumaryn, druga pochodne
kumaryn. Wskazuje to na inne mechanizmy przeciwnowotworowego dzialania tych
zwigzkoéw, co potwierdzily badania genetyczne (analiza ekspresji gendw kodujacych biatka

nadrodziny ABC). Wyniki zostaly opublikowane w pracy Z17.

4.3. Dalsze plany naukowo-badawcze

Istotnym problemem, jaki bedzie realizowany w dalszej pracy naukowe;j,
to poszukiwanie bezpiecznych rozpuszczalnikow, z grupy tzw. green chemistry, w celu
ekstrakcji zwigzkéw obecnych w Eleutherococcus i ich stosowania w badaniach in vivo.
Zostang zastosowane rozpuszczalniki bedace mieszaning metabolitow pierwotnych, obecnych
w kazdej zywej komorce, ktore tworza tzw. system NADES (ang. Natural Deep Eutectic
Solvents). Plany naukowe Autora koncentrowaé si¢ bedg na badaniach przetworow
galenowych 1iizolatow w modelu invivo. W pierwszym etapie zostanie sprawdzona
hepatotoksyczno$¢, hepatoprotekcja, wplyw na parametry krwi.  Zostang  podjete  proby
introdukcji gatunku wykazujacego optymalng aktywnos¢ farmakologiczng do gospodarki

uprawowej i nawigzanie wspotpracy z plantatorami surowcow zielarskich.
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4.4, Pozostale publikacje

a) Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych
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Z13. Zatuski D., Smolarz H.D., TLC profiling, nutritional and pharmacological properties of
Siberian ginseng (Eleutherococcus senticosus) cultivated in Poland. Pakistan Journal of
Pharmaceutical Sciences, 2016; 29(5), 1497-1502. IF 0.581. (MNiSW 15 pkt.).

Z14. Olech M., Nowak R., Zaluski D., Kapusta |, Amarowicz R., Oleszek W.,
Hyaluronidase, acetylcholinesterase inhibiting potential, antioxidant activity and LC-ESI-
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MS/MS profile of alkaloids with cytotoxic properties of selected medicinal plants of
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1-7. IF 4.593. (MNiSW 30 pkt.).

Z16. Strzemski M., Wojciak-Kosior M., Sowa |., Zatuski D., Szwerc W., Sawicki J.,
Kocjan J., Feldo M., Dresler S., Carlina vulgaris L. as a source of phytochemicals with
antioxidant activity. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2017; 1-10. IF 4.593.
(MNiISW 30 pkt.).

Z17. Kubrak T., Bogucka-Kocka A., Komsta L., Zaluski D., Bogucki J., Gatkowski D.,
Kaczmarczyk R., Feldo M., Cioch M., Kocki J., Modulation of multidrug resistance gene
expression by coumarin derivatives in human leukemic cells. Oxidative Medicine and
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c) Monografie i rozdziaty ksigzkowe

M1. Rozdzial ksiazkowy: Zaluski D., Ciesla L., Janeczko Z. , The Structure-activity
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4.5. Konferencje krajowe i migdzynarodowe

Prezentacje ustne

P1. Eleutherococcus spp. as a potential inhibitors of matrix metalloproteinase. Daniel
Zatuski, XLV Annual Meeting of the Polish Biochemical Society. Wista, 20-23.1X.2010.

P2. Medicinal properties of Eleutherococcus species cultivated in Poland. Daniel Zaluski,
The 1% National Conference on Science and Training ,,Polish collections of medicinal plants
as a source of research material.” Lublin, 10-11.V1.2011.

P3. A new potential inhibitors of MMP-1 and MMP-9 isolated from the roots of
Eleutherococcus divaricatus. Daniel Zatuski, The 2" Polish Congress of Biochemistry and
Cell Biology. Krakow, 5-9.1X.2011.

P4. Inhibitors of AChE and BuChE in Eleutherococcus lasiogyne (Harms) S.Y. Hu and their
antiradical activity. Daniel Zatuski, The 2" International Conference and Workshop: Plant-
the source of research material. Lublin, 18-20.X.2012.

P5. Essential oil in the fruits of Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Maxim.) Rupr. Daniel
Zaluski, The 5" Symposium on Natural and Synthetic Products in Cosmetology and
Aromatherapy. £odz, 27-29 V1.2012.

Sesje posterowe

P6. Searching eleutherosides as a biologically active compounds in selected species of
Eleutherococcus. Daniel Zatuski, Helena Danuta Smolarz, Monika Szpilewska, Symposium:
"Modern techniques in the evaluation of natural drugs”. Lublin, 24-25 1XX.2009.

P7. The influence of extracts from selected species of the Eleutherococcus Maxim. genus on
cell lines of human leukemia HL - 60. Helena Danuta Smolarz, Daniel Zaluski, Anna
Bogucka-Kocka, Ewelina Maslanka, Symposium: "Modern techniques in the evaluation of
natural drugs"”. Lublin, 24-25 1X.2009.

P8. Analysis of antioxidant properties of alcoholic extracts from the selected species of the
Araliaceae and Crasullaceae family. Katarzyna Szewczyk, Daniel Zaluski, Helena D.
Smolarz, Magdalena Wegiera, XXI Scientific Meeting of the Polish Pharmaceutical Society:
Polish Pharmacy against the European Union. Gdansk, 12-15.1X.2010.

P9. HPTLC-densitometric method for determination of eleutherosides B, E and E: in different
Eleutherococcus species. Lukasz Cie$la, Daniel Zaluski, Helena D. Smolarz, Michat Hajnos,
Monika Waksmundzka-Hajnos, 7th International Symposium on Chromatography of Natural
Products. 6th International Symposium of the International Society for the Development of
Natural Products. Lublin, June 14-17, 2010.

P10. Natural inhibitors of metalloproteases from fungi - new bioactive substances of

pharmacological potential. K. Grzywnowicz, T. Walczynski, Daniel Zahluski, M. Jaszek,
Helena Smolarz, 7th International Symposium on Chromatography of Natural Products. 6th
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International Symposium of the International Society for the Development of Natural
Products. Lublin, June 14-17, 2010.

P11. Comparison of antileukemic activity of the extracts from the leaves of selected species
from the Rumex and Eleutherococcus genus. Magdalena Wegiera, Daniel Zaluski, Helena D.
Smolarz, Anna Bogucka-Kocka, Katarzyna Szewczyk, XXI Scientific Meeting of the Polish
Pharmaceutical Society: Polish Pharmacy against the European Union. Gdansk, 12-
15.1X.2010.

P12. The identification of essential oil component in the roots of Eleutherococcus spp. by
GC-MS/MS. Daniel Zaluski, Helena D. Smolarz, 7th International Symposium on
Chromatography of Natural Products. 6th International Symposium of the International
Society for the Development of Natural Products. Lublin, June 14-17, 2010.

P13. Natural inhibitors of MMP — 2 and MMP — 3 from the fruits of Eleutherococcus
senticosus. Daniel Zaluski, Helena D. Smolarz, Acta Bioch. Pol. 2011, The 2™ Polish
Congress of Biochemistry and Cell Biology. Krakow 5 — 9, 2011.

P14. Antileukemic activities of extracts from the roots of Eleutherococcus species cultivated
in Poland. Daniel Zaluski, Helena D. Smolarz, Acta Bioch. Pol. 2011, The 2" Polish
Congress of Biochemistry and Cell Biology. Krakow 5 — 9, 2011.

P15. HPTLC identification of eleutherosides B, E, E1 and antioxidant properties of
Eleutherococcus giraldii and Eleutherococcus lasiogyne cultivated in polish climate
conditions. Daniel Zatuski, Helena Danuta Smolarz, lwona Zawadzka, The 8th International
Symposium on Chromatography of Natural Products. Lublin, May 17-20, 2012.

P16. HPTLC identification of eleutherosides in E. lasiogyne (Harms) S.Y.Hu, their
biological activity and the relationship between their structure and antioxidative potency.
Daniel Zaluski, International Mini-Symposium Quality of fresh produce, herbs and
vegetables — from field to fork., Poland Warsaw University of Life Sciences — SGGW.
Warsaw, 1X.18-19, 2013.

P17. Selected medicinal plants in the treatment of infectious diseases of the skin. Rafat
Kuzniewski, Daniel Zaluski, Maciej Balcerek, The 3 International Conference and
Workshop: Plant — the source of research material. Lublin, 16-18.2013.

P18. GC/MS analysis of fatty acids in the fruits of Eleutherococcus divaricatus
(Siebold.&Zucc.) S.Y. Hu and Eleutherococcus sessiliflorus (Rupr.& Maxim.) S.Y. Hu
cultivated in Poland and their proximate composition. Daniel Zaluski, Karolina Grabowska,
Justyna Makowska-Was, Zbigniew Janeczko, Rafal Kuzniewski, The 9" International
Symposium on Chromatography of Natural Products. The application of analytical methods
for the development of natural products. Lublin, Poland, 5. 26-29. 2014.

P19. HPTLC-identification of eleutheroside E1 in Eleutherococcus giraldii (Harms) Nakai
cultivated in Poland, its anti-hyaluronidase, antiradical activity, and LC/MS PAMPA test.
Daniel Zatuski, Irma Podolak, Agnieszka Galanty, Zbigniew Janeczko, The 9" International
Symposium on Chromatography of Natural Products. The application of analytical methods
for the development of natural products. Lublin, Poland, 5. 26-29. 2014.
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P20. LC-ESI-MS/MS profile of phenolic acids in Chenopodium hybridum L. Irma Podolak,
Marta Olech, Renata Nowak, Agnieszka Galanty, Daniel Zatuski, The 9" International
Symposium on Chromatography of Natural Products. The application of analytical methods
for the development of natural products. Lublin, Poland, 5. 26-29. 2014.

P21. Coumarin-dependent apoptosis in acute myeloid leukemia cells. Anna Bogucka-Kocka,
Tomasz kubrak, Maria Cioch, Marcin Czop, Michat WozZniak, Daniel Zaluski, Janusz Kocki
The 4" International Conference and Workshop: Plant — the source of research material.
Lublin, Poland, 20-23.09.2015.

P22. Biological activity of polysaccharides from selected mushrooms growing wild in Poland.
Natalia Nowacka, Marta Drozd, Daniel Zaluski, Renata Nowak, The 4" International
Conference and Workshop: Plant — the source of research material. Lublin, Poland, 20-
23.09.2015.

P23. Wplyw wybranych pochodnych ksantonu na sekrecj¢ insuliny w modelu in vitro.
Agnieszka Wojtanowska-Kro$niak, Anna Waszkielewicz, Monika Papiez, Daniel Zatuski,
Pawel Zagrodzki. V Konferencja Doktorantow Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum. Krakéw 28-29.05.2015.

P24. Chemical compounds and bioactivity of the Eleutherococcus senticosus fruits intractum
Zatuski D, Olech M., Galanty A., Verpoorte R., Kuzniewski R., Nowak R., Bogucka-Kocka
A., Plant - the source of research material, 5" International Conference and Workshop,
Lublin, 21-24.06.2017.

4.6. Kierowanie krajowymi projektami naukowymi i udzial w projektach

Kierownik  projektu  “Inkubator Innowacyjnosci+” (Akademicki Inkubator
Przedsi¢biorczos$ci, Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu, MNiSW; 2018). Typ
konkursu: Whnioski 0 objecie wsparciem przedwdrozeniowym. Tytut wniosku: “Metoda
wytwarzania i potencjalna aktywno$¢ adaptogenna preparatu AdaptES”. Katedra i Zaktad
Farmakognozji, Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Kierownik projektu (Miniatura-1, NCN; 2017-2018): “Ocena ilosciowa eleuterozydoéw i
flawonoidow w intrakcie z owocow Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Maxim.,
dziatanie cytotoksyczne, hepatoochronne i adaptogenne.” Katedra i Zaktad Farmakognozji,
Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu.

Wykonawca projektu “Inkubator Innowacyjnosci” (konsorcjum Uniwersytetu Marii
Curie-Sklodowskiej i Katolickiego Uniwersytetu Jana Pawla II w Lublinie; 2017), w
ramach projektu pozakonkursowego , Wsparcie zarzadzania badaniami naukowymi i
komercjalizacja wynikow prac B+R w jednostkach naukowych i przedsigbiorstwach”, w
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ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwdj 2014-2020 (Dziatanie 4.4). Typ
konkursu: Whnioski 0 objecie wsparciem przedwdrozeniowym. Tytul wniosku: “Preparaty
ro$linne do zastosowania w leczeniu nosemozy u pszczot”.

Kierownik projektu (Projekty celowe; MNiSW; 2016): ,,Aktywnos¢ nutri-farmakologiczna
Eleutherococcus spp.” Nr K/DSC/003528, Katedra Farmakognozji, Wydziat Farmaceutyczny,
Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski.

Kierownik projektu (Projekty celowe; MNiSW; 2013-2015): “Inhibitory hialuronidazy
(Hyl) w Eleutherococcus senticosus i Eleutherococcus divaricatus jako nowe kierunki
dziatania adaptogenow 1 metoda ich pozyskiwania”. Nr K/DSC/001408, Katedra
Farmakognozji, Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski.

Wykonawca projektu finansowanego ze srodkow UE (2010-2011): “Nowe kierunki dla
personelu medycznego-kurs jezyka angielskiego”. UDA POKL.04.01.01-00-375/08-00.
Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki
Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie.

Wspolautor i wykonawca projektu finansowanego ze s$rodkow UE (2009-2012):
“Wyposazenie innowacyjnych laboratoriow prowadzacych badania nad nowymi lekami
stosowanymi w terapii chorob cywilizacyjnych i nowotworowych”. POPW.01.03.00-06-
013/09-03. Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny z
Oddziatem Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie.

4.7. Staze, wyjazdy zagraniczne

11-15.07.2017; staz w ramach programu Erasmus+ w Natural Products Laboratory, Leiden
University, Holandia; Mentor: Prof. Rob Verpoorte.

01.01.2015-31.08.2015; Laureat programu SKILLS-Mentoring (Fundacja na rzecz Nauki
Polskiej), Natural Products Laboratory, Leiden University, Holandia; Mentor: Prof. Rob
Verpoorte.

4.8. Recenzje projektow badawczych, panele eksperckie

1. Narodowe Centrum Badan i Rozwoju:
2018 - Ekspert: recenzje 2 projektow w zakresie poddziatania 1.1.1. PO IR: Szybka Sciezka.

2017 — Ekspert: recenzje 3 projektow w zakresie dziatania 1.2 PO IR ,,Sektorowe programy
B+R” Program sektorowy: INNONEUROPHARM.

2015 - Ekspert rozstrzygajacy: recenzja 1 projektu w zakresie dziatania 1.4 Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka ,, Wsparcie projektow celowych”.
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2014 - Ekspert opiniodawczy: recenzje 3 projektow w zakresie dziatania 1.4 Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka ,, Wsparcie projektow celowych”.

2. Ekspert w Os$rodek Przetwarzania Informacji-Panstwowy Instytut Badawczy; ocena
projektow w ramach Dziatania 4.2. PO IR.

4.9. Wyroéznienia i nagrody wynikajace z prowadzenia badan naukowych

a) Nagroda Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, Nagroda Zespotowa II° za
osiaggnig¢cia naukowo-badawcze w 2016r.

b) Ocena wyrdzniajgca w okresowej ocenie pracownikow naukowych UJ za okres 2014-2015
przez kierownika Katedry Farmakognozji prof. Zbigniewa Janeczko.

4.10. Udzial w kursach i szkoleniach

a. Szkolenie z zakresu oceny wnioskow w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny
Rozwoj, Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, Warszawa 25.01.2018.

b. Szkolenie z zakresu oceny wnioskow w ramach POIR2014-2020 poddziatanie 1.1.1
Szybka Sciezka w obszarze kryteriow naukowo-technologicznych oraz gospodarczo-
biznesowych. Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, Warszawa 19.05.2017.

c. “Training for scientific workers of Faculty of Pharmacy on the field of interpretation the
results obtained in the innovative spectral techniques (UV, FTIR, MS, Raman, NMR)”-
Laboratorium Analiz Spektralnych, Uniwersytet Marii Curie - Sktodowskiej, Lublin, 5-
7.02.2013.

d. Szkolenie “Ochrona wtasnosci intelektualnej” — Centrum Innowacji, Transferu Technologii
1 Rozwoju Uniwersytetu, Krakow, 28.03.2012.

e. Szkolenie “Kontakt z mediami” — Centrum Innowacji, Transferu Technologii i Rozwoju
Uniwersytetu, Krakow, 06.06.2012.

f. Obstuga zestawu do elektroforezy kapilarnej, Uniwersytet Medyczny, Lublin, 04.2011.

g. Szkolenie z obstugi zestawu do przys$pieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem (ASE),
Uniwersytet Medyczny, Lublin, 15.12.2010.

h. Obstuga zestawu do densytometrii firmy CAMAG, Uniwersytet Medyczny, Lublin,
12.12.2010.

I. Kurs doskonalgcy “Charakterystyka Biatek: elektroforeza SDS PAGE i ,,western blotting”’,

Centrum Medycznego Ksztatlcenia Podyplomowego, Zaktad Biochemii i1 Biologii
Molekularnej NR 1-700/0-52-002-2010, Warszawa, 11-13.10.2010.
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J. Kurs Chromatografii Cieczowej Katedra Chemii, Uniwersytet Medyczny, Lublin, 15-
19.09.2008.

k. Szkolenie “Obstuga i utrzymanie systemu HPLC (UPLC) firmy Waters Corp”- Warszawa,
29.09.2008.

4.11. Wspolpraca naukowa

a. Natural Products Laboratory, Leiden University, Holandia, (praca potwierdzona publikacja
H-3, H-7, H-8).

b. Department of Pharmacy, Faculty of Life and Environmental Sciences, University
of Peshawar, Pakistan, (praca potwierdzona publikacjg H-8).

c. Katedra i Zaklad Botaniki Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny, Lublin, (praca
potwierdzona publikacjami H-3, H-4, H-6, H-7, Z1, Z10, Z12, Z13, Z15).

d. Katedra i Zaktad Biologii z Genetyka, Uniwersytet Medyczny, Lublin (praca potwierdzona
publikacjami H-3, Z5, Z6, Z8, Z15, Z17).

e. Zaktad Chemii Fizycznej, Uniwersytet Medyczny, Lublin, (praca potwierdzona publikacja
D4).

f. Zaktad Biochemii, Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie -
Sktodowskiej, Lublin, (praca potwierdzona publikacja D7).

g. Katedra Biochemii i Chemii Zywnoéci, Uniwersytet Przyrodniczy, Lublin, (praca
potwierdzona publikacjg Z1).

h. Zaktad Chemii Nieorganicznej, Uniwersytet Medyczny, Lublin, (praca potwierdzona
publikacja H-1, D6).

i. Zaktad Botaniki Ogolnej i Mikologii, Uniwersytet Marii Curie - Sktodowskiej, Lublin,
(praca potwierdzona zgtoszeniem patentowym).

j. Zaktad Biologii Srodowiskowej i Apidologii, Uniwersytet Przyrodniczy, Lublin, (praca
potwierdzona zgloszeniem patentowym).
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4.12. Patenty i transfer wiedzy z organizacji naukowo-badawczych do przedsi¢biorstw
2015 - Zgloszenie patentowe, Urzad Patentowy RP; P.415155
“Preparaty roslinne do stosowania w leczeniu nosemozy pszczo6t i poprawy ich odpornosci”

Komercjalizacja wynikow badan we wspolpracy z polska firma produkujaca leki
weterynaryjne (nazwa i dane firmy chronione umowa poufnosci, ze wzgledu na trwajaca
procedur¢ wdrozeniowg). W celu przeprowadzenia badan przedwdrozeniowych uzyskano
finansowanie, w ramach konkursu: Whnioski 0 objecie wsparciem przedwdrozeniowym -
“Inkubator Innowacyjnosci” (konsorcjum Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej 1
Katolickiego Uniwersytetu Jana Pawta II w Lublinie; 2017).

4.13. Udzielone recenzje w czasopismach miedzynarodowych
W latach 2014-2017 wykonatem 48 recenzji artykutow dla czasopism z listy filadelfijskie;j:

» Natural Product Research (7)

 Chemistry Central Journal (1)

« Pharmaceutical Biology (1)

« Austin Chromatography (5)

« Journal of Planar Chromatography (2)

* Metalloproteinases in Medicine (1)

« Annals of Chromatography and Separation Techniques (5)
» Journal of Pharmacy and Pharmacology (1)

« Sarhad Journal of Agriculture (1)

« Journal of Agricultural and Food Chemistry (1)

« Journal of Agricultural Science and Technology A/Journal of Agricultural Science and
Technology B (10)

* International Journal of Biochemistry Research&Review (1)
* Phytochemistry Letters (1)

« Phytochemistry Reviews (1)

* Clinical Phytosicence (6)

* Journal of AOAC International (1)

» Journal of Applied Life Sciences International (2)

« Saudi Pharmaceutical Journal (1)
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4.14. Recenzowanie rozpraw doktorskich i udzial w komisjach egzaminacyjnych

2016 - Recenzent zewnetrzny (External Examinator) rozprawy doktorskiej ,,Investigations
of secondary metabolites of Gymnosporia royleana: phytochemical and pharmacological
studies”, Department of Pharmacy, Faculty of Life and Environmental Sciences, University
of Peshawar, Pakistan.

4.15. Czlonkostwo w radach naukowych czasopism

Austin Chromatography Journal (USA)

Annals of Chromatography and Separation Techniques (USA)
Journal of Pharmacy and Pharmacology (USA)

Reactive Oxygen Species Journal (USA)

4.16. Czlonkostwo w komitecie naukowym konferencji

5" International conference and workshop: “Plant - the source of research material”. Lublin
21-24.06.2017

5. Inne funkcje
Czlonek zespolu “Tenure Review Panel Member”, Department of Pharmacy, Faculty
of Pharmacy, University of Malakand, Pakistan. Funkcje: okresowa ocena dziatalnos$ci

naukowej jednostki przez recenzentéw pochodzacych z krajow rozwinigtych technologicznie.

6. Dzialalno$¢ dydaktyczna i organizacyjna

Od poczatku pracy Autor czynnie uczestniczy w prowadzeniu zaje¢ dydaktycznych na
kierunkach Farmacja i Kosmetologia (wyktady, ¢wiczenia, seminaria), jak rowniez W
opracowywaniu sylabuséw. W roku 2012 Autor prowadzit zajecia w ramach kursu Herbal
Medicine dla studentéw IV roku programu 6-letniego Szkoty Medycznej dla Obcokrajowcow
prowadzonego w jezyku angielskim (temat zaje¢: Lek roslinny stosowany w dermatologii). W
latach 2014-2015 w ramach studiéw podyplomowych, kierunek Uprawa i wykorzystanie
roslin zielarskich i alternatywnych, realizowanych w Zaktadzie Szczegbtowej Uprawy Roslin,
Wydziat Rolniczo-Ekonomiczny, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Autor prowadzit
wyklady z tematyki ros$lin adaptogennych oraz surowcoOw saponozydowych (przedmiot:
Substancje czynne ziot). Autor opracowat dwa wyklady w ramach ksztalcenia
podyplomowego farmaceutow, e-edukacja, 1zba Aptekarska w Krakowie (Farmakologicznie
aktywne substancje stosowane jako dodatki dietetyczne; Ekstrakty i preparaty roslinne

stosowane w chorobach uktadu ruchu).
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Promotorstwo i opieka nad naukowymi pracami studentow

Opiekun naukowy 6 i promotor 12 prac magisterskich, promotor 12 prac licencjackich
wykonanych przez studentéw kierunku farmacja i kosmetologia.

Udzial w opiece nad studentami Erasmus i studenckimi kolami naukowymi

* Opiekun naukowy “Studenckiego Kota Naukowego Farmakognozji”’; od 2018, Katedra i
Zaktad Farmakognozji Collegium Medicum w Bydgoszczy.

» Wspotopiekun studentow farmacji wymiany Erasmus z Hiszpanii - 1 student (lipiec 2015)
i Serbii - 2 studentéw (lipiec 2016), Katedra Farmakognozji Uniwersytet Jagiellonski,
Krakow.

* Opiekun naukowy “Studenckiego Kota Naukowego Kosmetologow”; 2014-2016, Almamer
Szkota Wyzsza, Warszawa.

Prowadzenie szkolen i kursow

Prowadzenie szkolen z zakresu roslin leczniczych i kosmetycznych (Almamer Szkota
Wyzsza, Warszawa). Tematyka obejmowata uprawe i pozyskiwanie surowcow roslinnych,
przetwarzanie i przechowywanie, kontrole jakosci, certyfikowanie, metabolity wtorne
aktywne biologicznie oraz aspekty kosmetykow ekologicznych. Mysla przewodnig bylo
przedstawienie uczestnikom drogi od uprawy surowca roslinnego do formy fizykochemiczne;j

kosmetyku lub leku.
Aktywnos¢ popularyzujaca na rzecz nauki

Od 2008 roku Autor aktywnie uczestniczy w wydarzeniach majacych na celu popularyzacje
nauki, takich jak festiwale nauki (Lubelski Festiwal Nauki, Krakowski Festiwal Nauki).

Byt wykonawcg eksperymentow chemicznych, jak rowniez wyglaszat wyktady otwarte:

o Fitokosmetyki- powr6t do natury — 1X. 2008
e Opala¢ si¢ czy nie? Rosliny w walce z fotostarzeniem— 1X. 2009
o Jak czyta¢ sktad kosmetykow? — IX. 2011

Czlonkostwo w komitecie organizacyjnym konferencji

5" International conference and workshop: “Plant - the source of research material”. Lublin
21-24.06.2017

3-4.08.2017 - Organizacja wizyty, Wydzial Farmaceutyczny CM UMK, delegacji z
Guangdong Pharmaceutical University, School of Traditional Chinese Medicine (Key
Laboratory of State Administration of Traditional Chinese Medicine for Production &
Development of Cantonese Medicinal Materials), Chiny.
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7. Bibliometryczne podsumowanie osiggni¢é¢ naukowych

Habilitant jest Autorem:

- 34 publikacji, w tym 23 publikacji oryginalnych, 1 publikacja oryginalna
pelnotekstowa w suplemencie czasopisma, 9 przegladowych, 1 rozdzial w ksigzce
miedzynarodowej. W 19 publikacjach jest pierwszym Autorem.

- 20 publikacji opublikowano w czasopismach z IF, w tym, w 11 Habilitant jest
pierwszym Autorem.

- 24 doniesien konferencyjnych

- Sumaryczny impact factor wedtug Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi 46.111, taczna punktacja KBN/MNiSW 512.

- Sumaryczny impact factor wedtug Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem
opublikowania, uwzgledniajacy 1 publikacje oryginalng w suplemencie czasopisma
wynosi 47.538, taczna punktacja KBN/MNiSW 537.

- Liczba cytowan (bez autocytowan) publikacji wedtug Web of Science i Scopus: 61

- Index Hirscha (h) wedlug Web of Science i Scopus: §

h ,
, -0 Kiergwnika
/ Kged @*g {arhajiognozii

dr Danjel Zatuski
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