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1. Imie i Nazwisko: Joanna Maria Kotodziejczyk-Czepas

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

e 1997-2002 studia magisterskie: Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
Lodzki, kierunek biologia, specjalnos¢ - biochemia,

¢ 2002 - tytut magistra biologii, praca magisterska ,,Nadtlenoazotyn a uktad fibrynolityczny,
wplyw nadtlenoazotynu na plazming” (promotor: dr hab. Alojzy Zgirski, prof. nadzw. UL),

e 2002-2006 - studia doktoranckie w ramach Stacjonarnego Studium Doktoranckiego
Biochemiczno-Biofizycznego, Uniwersytet £.odzki,

® 2006 - stopien doktora w zakresie nauk biologicznych (dyscyplina: biochemia), tytut pracy
doktorskiej: ,,Wphyw nadtlenoazotynu na uktad fibrynolizy” (promotor: dr hab. Alojzy Zgirski,
prof. nadzw. UL).

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
Uniwersytet £.6dzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii Ogélnej:
© 20.02.2006 r. do 30.11.2006 r. — asystent w Katedrze Biochemii Og6lnej UL

¢ 01.12.2006 r. do chwili obecnej — adiunkt w Katedrze Biochemii Ogdlnej UL

4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) tytut osiaggnigcia naukowego/artystycznego:

Aktywnos¢é biologiczna ekstraktow 7 wybranych gatunkow koniczyn
(Trifolium) — ocena dzialania przeciwutleniajgcego, przeciwplytkowego i
antykoagulacyjnego in vitro

b) Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego:

Na przedtozone do oceny osiagni¢cie sklada si¢ 9 ponizszych prac, opublikowanych
w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej (JCR), o lacznym wspotczynniku oddziatywania
(impact factor, IF) z roku opublikowania® = 21,335 oraz punktacji MNiSW (wg wykazu
czasopism punktowanych z roku 2016) = 225 i liczbie cytowan wg Web of Science (bez

autocytowan) = 34
* dla prac opublikowanych w latach 2017-2018 podano IF z roku 2016

Prace do$§wiadczalne:

1. Kolodziejczyk-Czepas J., Wachowicz B., Moniuszko-Szajwaj B., Kowalska 1., Oleszek
W., Stochmal A. 2013. Antioxidative effects of extracts from Trifolium species on blood
platelets exposed to oxidative stress. Journal of Physiology and Biochemistry 69, 8§79-887
(IF=2,496; punktacja MNiSW: 20); liczba cytowan wg Web of Science (bez autocytowan) =
2



Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu i
samodzielnym wykonaniu wszystkich zawartych w pracy badan aktywnosci przeciwutleniajgcej
ekstraktow z koniczyn, analizie i interpretacji uzyskanych wynikow, napisaniu wiekszosci manuskryptu
(z wyj. fragmentow sekcji Materials and Methods, dotyczqcych szczegolow uzyskiwania badanych
[frakcji/ekstraktow), wykonaniu wszystkich tabel i rycin. Bytam autorem korespondencyjnym. Moj
udzial procentowy szacuje na 71%.

2. Kolodziejczyk-Czepas J., Nowak P., Kowalska 1., Stochmal A. 2014. Biological activity
of clovers - free radical scavenging ability and antioxidant action of six Trifolium species.
Pharmaceutical Biology 52(10):1308-14 (IF=1,241; punktacja MNiSW: 20); liczba cytowan
wg Web of Science (bez autocytowan) =3

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu i
samodzielnym wykonaniu wszystkich zawartych w pracy doswiadczen z uzyciem badanych ekstraktow,
analizie i interpretacji uzyskanych wynikow, napisaniu wiekszosci manuskryptu (z wyj. sekcji
., Preparation of Trifolium extracts”) oraz wykonaniu wszystkich tabel i rycin.

Moj wktad obejmuje rowniez zaplanowanie i samodzielne przeprowadzenie oznaczen wstepnych -
optymalizacje warunkow przeprowadzenia pomiarow aktywnosci przeciwrodnikowej i redukujgcej
badanych ekstraktow. Bytam autorem korespondencyjnym. Moj udziat procentowy szacuje na 82%.

3. Kolodziejczyk-Czepas J., Nowak P., Moniuszko-Szajwaj B., Kowalska 1., Stochmal A.
2015. Free radical scavenging actions of three Trifolium species in the protection of blood
plasma antioxidant capacity in vitro. Pharmaceutical Biology 53(9):1277-84 (IF=1,546;
punktacja MNiSW: 20); liczba cytowan wg Web of Science (bez autocytowan) = 1

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu i
samodzielnym wykonaniu wszystkich zawartych w pracy badan aktywnosci ekstraktow, analizie i
interpretacji uzyskanych wynikow, napisaniu wigkszosci manuskryptu (z wyj. sekcji ,, Plant material”
oraz , Separation of extracts”), wykonaniu wszystkich tabel i rycin. Bytam autorem
korespondencyjnym. Moj udziat procentowy szacuje na 79%.

4. Kolodziejczyk-Czepas J., Nowak P., Kowalska I., Stochmal A. 2015. Antioxidant action
of six Trifolium species in blood platelet experimental system in vitro. Molecular and
Cellular Biochemistry 410:229-237 (IF=2,613; punktacja MNiSW: 20); liczba cytowan wg
Web of Science (bez autocytowan) = 1

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu i
samodzielnym wykonaniu wszystkich zawartych w pracy badan wiasciwosci ekstraktow, analizie i
interpretacji uzyskanych wynikow, napisaniu wigkszosci manuskryptu (z wyj. sekcji ,, Plant material ),
wykonaniu wszystkich tabel i rycin. Bylam autorem korespondencyjnym. Moj udziat procentowy
szacuje na 87%.

5. Kolodziejczyk-Czepas J., Sieradzka M., Wachowicz B., Nowak P., Oleszek W., Stochmal
A. 2016. The anti-adhesive and anti-aggregatory effects of phenolics from Trifolium
species in vitro. Molecular and Cellular Biochemistry 412:155-164 (IF=2,669; punktacja
MNIiSW: 20); liczba cytowan wg Web of Science (bez autocytowan) = 0

MOoj wklad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy i zaplanowaniu wszystkich
doswiadczen, samodzielnym wykonaniu oznaczen sekrecji pltytkowego czynnika 4 (PF-4) i pomiarow
poziomu dialdehydu malonowego w plytkach krwi oraz wspotudziale w przeprowadzeniu lub
koordynowaniu  wykonania  pozostatych  badan  aktywnosci  przeciwplytkowej  ekstraktow.
Koordynowanie prac badawczych obejmowalo m.in. opieke merytoryczng nad przeprowadzeniem



doswiadczen, transport materiatu (krwi), udzial w izolacji plytek krwi, izolacje fibrynogenu do
pomiarow adhezji i przygotowywanie czesci odczynnikow.

Moj wkiad obejmuje takie analize i interpretacje uzyskanych wynikow, napisanie wiekszosci
manuskryptu (z wyj. fragmentow sekcji Materials and Methods: ,, Plant material” oraz ,, Extraction
and fractionation of extracts”), wykonanie wszystkich tabel i rycin. Bylam autorem
korespondencyjnym. Moj udziat procentowy szacuje na 73%.

6. Kolodziejczyk-Czepas J., Krzyzanowska-Kowalczyk J., Sieradzka M., Nowak P.,
Stochmal A. 2017. Clovamide and clovamide-rich extracts of three Trifolium species as
antioxidants and moderate antiplatelet agents in vitro. Phytochemistry 143:54-63
(IF=3,205; punktacja MNiSW: 35); liczba cytowan wg Web of Science (bez autocytowan) =
1

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy i zaplanowaniu wszystkich
doswiadczen, samodzielnym wykonaniu wiekszosci oznaczen — tj. 3-nitrotyrozyny, biatkowych tioli,
nadtlenkow lipidow, substancji reagujgcych z kwasem tiobarbiturowym, wycieku LDH z plytek krwi
oraz cytotoksycznosci wobec jednojgdrzastych komorek krwi obwodowej. Wspotwykonywatam rowniez
pomiary adhezji plytek krwi (wraz z M. Sieradzkq). Koordynowatam wykonanie pozostalych oznaczen,
tj. sprawowatam opieke merytoryczng nad przeprowadzeniem doswiadczen, przywozitam material,
uczestniczytam w izolowaniu plytek krwi, przeprowadzatam izolacje fibrynogenu do pomiarow
adhezji, a takze przygotowywatam czes¢ odczynnikow.

Moj wktad obejmuje takze analize i interpretacje uzyskanych wynikow, napisanie wigkszosci
manuskryptu (z wyj. opisow aspektow izolacji i analizy fitochemicznej ekstraktow, tj.: ,, Plant
material”, ,, Preparation of clovamide-rich fraction” oraz , Qualitative analysis of clovamide-rich
fraction”). Wykonatam tabele 3-9. Bytam autorem korespondencyjnym. Moj udzial procentowy
szacuje na 73%.

7. Kolodziejczyk-Czepas J., Sieradzka M., Moniuszko-Szajwaj B., Nowak P., Oleszek W.,
Stochmal A. Phenolic fractions from nine Trifolium species modulate the coagulant
properties of blood plasma in vitro without cytotoxicity towards blood cells. Journal of
Pharmacy and Pharmacology 2018; 70: 413-425. (Punktacja MNiSW: 25; 1F=2,405); liczba
cytowan wg Web of Science (bez autocytowan) = 0

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy i zaplanowaniu wszystkich
doswiadczen, samodzielnym wykonaniu oznaczen cytotoksycznosci wobec jednojgdrzastych komorek
krwi obwodowej, pomiarow wycieku dehydrogenazy mleczanowej z plytek krwi oraz pomiarow czasu
protrombinowego (PT) i czasu trombinowego (TT). Wspotwykonywatam (wraz z M. Sieradzkg)
oznaczenia czasu czesciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT), polimeryzacji indukowanej
czynnikiem Innovin i pomiary aktywnosci amidolitycznej trombiny. Koordynowatam wykonanie
pozostatych oznaczen, m.in. sprawowatam opieke merytoryczng nad przeprowadzeniem doswiadczen,
przywozitam material, przygotowywatlam czes¢ odczynnikow. Moj wktad obejmuje takze analize i
interpretacje uzyskanych wynikow, napisanie wigkszosci manuskryptu (z wyj. sekcji dotyczgcych
aspektow izolacji ekstraktow). Wykonalam tabele 1, 4-8 oraz rycing 2. Bylam autorem
korespondencyjnym. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

Prace przegladowe:
8. Kolodziejczyk-Czepas J. 2012. Trifolium species-derived substances and extracts -
biological activity and prospects for medicinal applications. Journal of Ethnopharmacology
143:14-23 (IF=2,755; punktacja MNiSW: 40); liczba cytowan wg Web of Science (bez
autocytowan) = 26



Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zebraniu i analizie
dostepnego pismiennictwa, napisaniu catosci manuskryptu, wykonaniu wszystkich tabel i rycin. Bylam
autorem korespondencyjnym. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

9. Kolodziejczyk-Czepas J. 2016. Trifolium species - the latest findings on chemical
profile, ethnomedicinal use and pharmacological properties. Journal of Pharmacy and
Pharmacology 2016; 68(7):845-61 (IF=2,405; punktacja MNiSW: 25); liczba cytowan wg
Web of Science (bez autocytowan) = 0

Moj wkltad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zebraniu i analizie
dostgpnego pismiennictwa, napisaniu catosci manuskryptu, wykonaniu wszystkich tabel. Bylam
autorem korespondencyjnym. Moj udzial procentowy szacuje na 100%.

Oswiadczenia wspotautoréw w/w prac zawarto w zalaczniku 5. Laczny wykaz prac objetych
osiggnieciem oraz pozostalych opublikowanych prac zamieszczono w zalaczniku 3.

¢) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Cel naukowy

Prace badawcze prowadzone byly w kontek$cie poznania wptywu ekstraktow z
wybranych gatunkéw koniczyn (7rifolium) na funkcjonowanie sktadnikow ukladu hemostazy
(biatek osocza oraz ptytek krwi) in vitro. Zalozenia prowadzonych przeze mnie badan
obejmowaly ocen¢ ich dziatania przeciwutleniajacego, przeciwptytkowego oraz
antykoagulacyjnego. W ramach prezentowanych prac badawczych, ocenie poddano
aktywno$¢ biologiczng ekstraktow uzyskanych z 12 gatunkow koniczyn, tj. frakceji
fenolowych z 9 gatunkéw (7. alexandrinum L., T. fragiferum L., T. hybridum L., T.
incarnatum L., T. pratense L., T. resupinatum var. majus Boiss., T. resupinatum var.
resupinatum L., T. scabrum L., T. pallidum Waldst. & Kit.) oraz frakcji bogatych w
klowamidy, wyizolowanych z kolejnych 3 gatunkoéw Trifolium (T. clypeatum L., T. obscurum
Savii T. squarrosum L.). Ekstrakty uzyskatam w ramach wspotpracy z Zaktadem Biochemii i
Jakosci Plonow, Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa - Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach (IUNG-PIB, Putawy).

Idea podjecia badan powstala w oparciu o wyniki badan wstepnych prowadzonych w
Katedrze Biochemii Ogélnej UL (m.in. Kolodziejczyk-Czepas i wsp., J. Thromb. Thrombol.,
2013), analizy fitochemiczne wykonane w IUNG-PIB w Putawach (Oleszek 1 wsp., 2007 i
pozniejsze prace) oraz dane literaturowe (w tym badania etnomedyczne), wskazujace na
potencjat leczniczy niektorych roslin z rodzaju Trifolium oraz réznorodno$¢ zwigzkow

polifenolowych w nich obecnych w tych roslinach. W/w aspekty staty si¢ rowniez podstawa



wyboru gatunkow koniczyn do badan. Prace badawcze dotyczyly frakcji fenolowych lub

fenolowych-wzbogaconych w klowamidy (tzw. frakcji klowamidowych) (tabele 1 oraz 2).

Tabela 1. Ogolny profil fitochemiczny badanych frakcji fenolowych wyizolowanych z 9 gatunkow

koniczyn.
zawartos$¢ (mg/g suchej masy)
Calkowita
Gatunki koniczyn 5¢
y zav.varttfsc Klowamidy | Flawonoidy | Izoflawony Kwasy
zwiazkow fenolowe
fenolowych
T. resupinatum var. 22,54 . 9,76 11,17 1,61
majus
T. resupinatum var. 17,32 . 11,25 521 0,86
resupinatum
T. hybridum 15,24 0,44 5,22 - 9,58
T. pratense 14,82 - 3,89 5,01 5,92
T. fragiferum 11,30 - 5,18 5,50 0,62
T. scabrum 81,09 - 7,67 72,76 0,66
T. alexandrinum 52,55 9,63 22,30 18,97 1,65
T. incarnatum 47,97 - 41,54 5,10 1,32
T. pallidum 35,06 12,94 0,61 7,31 14,20

Tabela 2. Zawarto$¢ klowamidéow i ich pochodnych w badanych frakcjach klowamidowych
izolowanych z T. clypeatum, T. obscurum oraz T. squarrosum (LOD - limit detekcji).

T. clypeatum ‘ T. obscurum ‘ T. squarrosum
% zawartoSci
Klowamidy 21,0 21,9 30,5
Pochodne klowamidow 2,7 3,9 4,1
Kwasy fenolowe 17,7 8,1 1,3
Flawonoidy 47,8 45,7 44,5
Izoflawony - 16,8 12,8
Zawarto$¢ (mg/g suchej masy)
cis-klowamid 23,0 £2,2 16,7+2,5 222+42
trans- Klowamid 268,9 + 3,8 341,6 £ 11,2 452,6 +2,1
kawoilo-/N-tyrozyna p1 <LOD <LOD <LOD
kawoilo-/V-tyrozyna p2 <LOD <LOD <LOD
kawoilo-/V-tyrozyna p3 <LOD <LOD <LOD
kawoilo-/V-tyrozyna p4 7,5+0,6 31,3+£0,6 31,1 £2,8
kumaroilo-/V- tyrozyna p1 <LOD 2,5+0,8 0,3+0,1
kumaroilo -/V- tyrozyna p2 8,4+0,7 7,1+0,2 10,0+ 0,3
feruloilo-N-DOPA <LOD <LOD 4,1+0,7




Zagadnienie badawcze

Nasilona produkcja reaktywnych form tlenu i azotu, prowadzaca do wystgpienia stresu
oksydacyjnego stanowi wazny element patofizjologii r6znorodnych jednostek chorobowych,
zaro6wno o charakterze naglym, jak i przewlektym. W wielu pracach badawczych wykazano
istotng rol¢ stresu oksydacyjnego w rozwoju i progresji zaburzen funkcjonowania uktadu
sercowo-naczyniowego. Stad tez, w przypadku choréb cywilizacyjnych zwigzanych z
funkcjonowaniem uktadu krazenia, poza tzw. ,,zdrowym stylem zycia”, profilaktyka obejmuje
na ogot suplementacj¢ naturalnych przeciwutleniaczy (Forstermann U, 2008; Tinkel i wsp.,
2012; Pastori i wsp., 2014, Cheng i wsp., 2017). Jednak oprocz wzmacniania potencjatu
antyoksydacyjnego organizmu, w badaniach nad opracowaniem nowych skutecznych strategii
profilaktycznych i leczniczych, dotyczacych réznorodnych schorzen uktadu krazenia, zwraca
si¢ uwage na potrzebe znalezienia substancji wykazujacych znacznie szerszy zakres dziatania
ochronnego. Najnowsze strategie medyczne obejmuja wieloaspektowe spojrzenie na
profilaktyke oraz leczenie choréb uktadu krazenia — poza terapig farmakologiczna, obejmuja
one ziotolecznictwo 1 stosowanie suplementacji substancji pochodzenia naturalnego (np.
Aggarwal i wsp., 2017; Hao i wsp., 2017, Liperoti i wsp., 2017; Rastogi i wsp., 2016).

Ztozone mechanizmy etiologii i patofizjologii choréb uktadu sercowo-naczyniowego
obejmuja procesy zapalne 1 towarzyszacy im stres oksydacyjny, oslabienie
przeciwzakrzepowych wlasciwosci S$rodblonka oraz nasilenie aktywnosci ptytek krwi.
Dochodzi rowniez do zwigkszenia potencjalu prokoagulacyjnego osocza krwi, co wynika
zarowno z zaburzen funkcji bialek krzepniecia krwi, jak 1 obnizenia efektywnos$ci dziatania
uktadu fibrynolizy. Stan zapalny towarzyszacy réznym schorzeniom wptywa na aktywnos¢
bialek uktadu krzepnigcia 1 przesuwa stan dynamicznej roéwnowagi w  kierunku
prozakrzepowym. Stad tez pojawia si¢ potrzeba znalezienia preparatow o dzialaniu
plejotropowym, skutecznych w redukowaniu réznych czynnikéw ryzyka chorob uktadu

sercowo-naczyniowego. Wsrod gtownych kierunkéow pozadanej aktywnosci biologicznej

substancji naturalnych, kluczowej dla ich efektu kardioprotekcyjnego wskazuje sie

wlaSciwosci  przeciwutleniajace, hamowanie aktywacji  plytek krwi oraz dzialanie

antykoagulacyjne (np. Rao i wsp., 2014, Almeida Rezende i wsp., 2016; Loffredo i wsp.,
2017; Bijak i wsp., 2017).

Badania etnofarmakologiczne wykazaly, ze wspodiczesne lecznicze zastosowania
zwigzkéw 1 mieszanin pochodzenia roslinnego nawet w 80% moze by¢ zgodne z ich
tradycyjnymi zastosowaniami terapeutycznymi (Fabricant i Farnsworth, 2001). Medycyna

tradycyjna stanowi punkt wyjscia dla wielu badan dziatania prozdrowotnego



(profilaktycznego) i leczniczego sktadnikoéw pochodzenia roslinnego. Koniczyny utozsamiane
sa zwykle z wartoS§ciowym zrédlem pasz dla zwierzat hodowlanych. Kilka gatunkéw to
rowniez rosliny jadalne, a ponadto, niektore z gatunkow Trifolium znane s3 takze w
ziotolecznictwie roznych krajéw jako naturalne srodki przeciwzapalne, przeciwbolowe,
przeciwbakteryjne, a takze jako ziota pomocne w leczeniu chordb skory, zaburzen uktadu
trawiennego i przyspieszajace gojenie ran. Jako surowiec zielarski stosuje si¢ cate cze$ci
nadziemne, kwiaty, liScie, a nawet nasiona tych roslin (Kelodziejczyk-Czepas J., J.
Ethnopharmacol., 2012; Kolodziejczyk-Czepas J., J. Pharm. Pharmacol., 2016).

Jednak pomimo faktu, ze rézne gatunki koniczyn wykorzystywane byly (i sa) w
medycynie tradycyjnej oraz wspoOlczesnym ziololecznictwie w wielu krajach, w trakcie
prowadzonych przeze mnie badan wstepnych (lata 2009-2011) niewiele bylo danych
pochodzacych z badan naukowych potwierdzajacych aktywno$¢ biologiczng tych ro$lin.
Wigkszo$¢ informacji na temat efektow farmakologicznych preparatow zawierajacych
sktadniki z koniczyn pochodzila z badan etnobiologicznych i etnomedycznych. Dane z

biomedycznych badan naukowych dotyczyly eldéwnie wlasciwosci 7. pratense, tj. koniczyny

lakowej (zwycz. koniczyny czerwonej), podczas gdy liczba doniesien odnoszacych sie do

aktywno$ci biologicznej i fizjologicznego dzialania preparatow z innych gatunkow koniczyn

uprawnych lub/i stosowanych w celach leczniczych byla znikoma. Brak bvlo m.in.

jakichkolwiek danych dotyczacych aktywnoS$ci biologicznej czesci z badanych przeze mnie

gatunkow. ti. T. incarnatum, T. hybridum, T. obscurum, T. pallidum, T. scabrum oraz T.

squarrosum. Poza T. pratense, zaden z badanych przeze mnie gatunkow koniczyn nie byt
rowniez opisany przez innych badaczy pod katem wplywu na uktad krazenia, w tym
funkcjonowanie sktadnikow uktadu hemostazy. Wigkszo$¢ dostgpnych prac dotyczyla
zastosowania 7. pratense jako zrodla fitoestrogendow pomocnych w tagodzeniu objawow
menopauzy 1 stanowigcych alternatywe dla hormonalnej terapii zastgpczej, podczas gdy inne
wlasciwosci ekstraktow z tej koniczyny byty badane w niewielkim stopniu. Podsumowanie 1
dyskusje 6wczesnego stanu wiedzy, ktorego dokonatam w roku 2012 zestawitam w pracy J.
Kolodziejczyk-Czepas, J. Ethnopharmacol., 2012. Na przyktad, na 82 prace (doswiadczalne i
pogladowe) stanowigce calo$ciowo piSmiennictwo zrodtowe w/w publikacji, 32 artykuty
bezposrednio odnosity si¢ wilasnie do badan nad 7. pratense (frazy ,red clover” lub
»Irifolium pratense” byly wskazane w tytule). Co wiecej, koniczyna czerwona stanowila
jeden z badanych lub omawianych gatunkéw ro$lin takze wsrdod czgsci pozostatego

piSmiennictwa.



Istniaty jednak pewne sugestie wskazujace na mozliwy efekt antyptytkowy ekstraktow z T.
pratense. Wykazano bowiem, ze izoflawony z koniczyny czerwonej mogg in vitro pobudzad
synteze¢ tlenku azotu — fizjologicznego czynnika wazorelaksacyjnego i1 przeciwptytkowego w
komorkach  srodbtonka  (Simoncini i wsp., 2005). Sugerowano tez dzialanie
przeciwmiazdzycowe tej ro§liny, jednak réwniez i te badania mialy charakter wstepny
(Asgary i wsp., 2007). Z dostepnych wynikéw analiz fitochemicznych wynikato rowniez, ze
czeSci nadziemne koniczyn zawierajg wiele substancji biologicznie aktywnych: liczne
flawonoidy (w tym izoflawony), saponiny, kwasy fenolowe 1 klowamidy (Oleszek i wsp.,
2007; Szajwaj i wsp., 2011). Dane te pochodzily w wigkszosci z badan zespotu naukowcow z
IUNG-PIB w Pulawach. Obejmowaty one wyniki badan czgsci nadziemnych 57 gatunkow
koniczyn i zwrdcity uwage na wysoka zawarto$¢ naturalnych zwigzkow polifenolowych,
syntetyzowanych przez te ro$liny (Oleszek i wsp., 2007).

Ponadto, juz w trakcie prowadzenia przeze mnie badan dotyczacych
wyselekcjonowanych 9 gatunkow Trifolium pojawily si¢ przestanki zwracajace moja uwage
na aktywno$¢ biologiczng pochodnych kwasu kawowego, nalezacych do grupy klowamidow.

Wiasciwosci biologiczne tych zwiazkow sa jeszcze stabo poznane. Dostepne informacje

dotyczace wlasciwosci biologicznych klowamidéw zebrano w pracy pogladowej autorstwa J.

Kotodziejczyk-Czepas i A. Stochmal (Zywn. Nauk. Technol. Jak., 2015). Jak dotad, ww.

praca stanowi jedyne dostepne pogladowe opracowanie dotyczace aktywnosci biologicznej tej

grupy zwigzkéw. Obecnos$¢ klowamidow zidentyfikowano po raz pierwszy w T. pratense
(nazwa ,,clovamide” pochodzi wilasnie od stowa ,,clover”), ale obecne sg réwniez w innych
gatunkach koniczyn. Moja uwage na klowamidy zwrodcita zarowno wysoka aktywno$¢
antyoksydacyjna bogatego w te zwiazki ekstraktu z 7. alexandrinum, jak 1 dane literaturowe,

sugerujace, ze moga one wykazywaé wilasciwosci przeciwplytkowe. Stad tez, poczatkowy

zakres badan obejmujacych 9 ekstraktéw (Tabela 1) poszerzylam o 3 bogate w klowamidy

frakcje pochodzace z nastepujacych gatunkdéw koniczyn: 7. clypeatum., T. obscurum oraz T.

squarrosum (Tabela 2). Chociaz sa to gatunki uprawne, ich aktywno$¢ biologiczna

pozostawala prawie nieopisana. Jedyna praca, jaka udalo si¢ znalez¢ na temat ich dzialania,

dotyczyla przeciwpasozytniczych wlasciwosci 7. clypeatum (EI-On i wsp., 2009).

Uzyskane wyniki - ocena wlasciwosci biologicznych ekstraktow 7 wybranych gatunkow
koniczyn i ich wplywu na funkcjonowanie ukltadu hemostazy in vitro

W przypadku wiekszosci gatunkow koniczyn objetych prowadzonymi przeze mnie

badaniami, przeprowadzone do$wiadczenia stanowily pierwsze pomiary ich aktywno$ci w




ukladach doswiadczalnych osocza lub plytek krwi. Dla cze$ci z badanych gatunkdéw, byla to

roOwniez pierwsza ocena wilasciwosci biologicznych. Prace badawcze obejmowaly oceng

efektywnosci dziatania ekstraktow z wybranych gatunkow Trifolium, przeprowadzong w
roznych uktadach doswiadczalnych in vitro. Ze wzgledu na brak mozliwosci uzyskania
materialu ro§linnego w tym samym czasie, czg$¢ prac badawczych przeprowadzono
kilkuetapowo. Pierwsza seria ekstraktow obejmowata frakcje fenolowe z 3 gatunkéw, tj. T.
scabrum, T. pallidum oraz T. pratense, natomiast druga seria ekstraktow zawierata frakcje
fenolowe z 6 gatunkéw koniczyn (7. alexandrinum, T. fragiferum, T. hybridum, T.
incarnatum, T. resupinatum var. majus oraz T. resupinatum var. resupinatum). W ostatnim
etapie badan oceniano wlasciwosci bogatych w  klowamidy (ryc. 1) frakeji,
wyekstrahowanych z T. clypeatum, T. obscurum oraz T. squarrosum. W cze$ci prac
przeprowadzono rowniez dodatkowo oznaczenia dziatania niefrakcjonowanego ekstraktu z 7.
pratense (tzw. crude extract). Harmonogram prowadzonych badan i ich zakres zestawiony

zostal w tabeli 3.

RPN ()] @

NH,
N o Ho
OH
(3)
o o oH
o /OAI)LOH /@A\J\O NH,
NH,
S o HO
(3)
oH
O /\/Q:
o
- Ny on

H

o (7)

Rye. 1. Klowamidy i ich pochodne, zidentyfikowane we frakcjach klowamidowych,
wyizolowanych z T. clypeatum, T. obscurum oraz T. squarrosum: cis-klowamid (1), trans-
klowamid (2), cis-kawoilo-N-tyrozyna (3), trans-kawoilo-N-tyrozyna (4), cis-p-kumaroilo-N-
tyrozyna (5), trans-p-kumaroilo-N-tyrozyna (6) oraz feruloilo-N-DOPA (7) (Kolodziejczyk-
Czepas i wsp., J. Pharm. Pharmacol., 2018).
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Tabela 3. Zestawienie tematyki badawczej, badanych ekstraktow oraz publikacji.

Aspekt badan Praca Badane ekstrakty Oznaczane parametry
Antioxidative effects of extracts from | Frakcje fenolowe z 3 gatunkow: | e poziom biomarkeréw stresu oksydacyjnego w plytkach krwi: 3-
Trifolium species on blood platelets exposed | T. pallidum, T. scabrum oraz T. | NT, biatkowych grup -SH, nadtlenkéw lipidow oraz TBARS
to oxidative stress. J. Physiol. Biochem. 2013 | pratense.

Aktywno$¢ Frakcje fenolowe z 6 gatunkow: | e na modelu badawczym plytek krwi - poziom biomarkerow
przecmfutlenlajqcavt' Antioxidant action of six Trifolium species in T. alexan.drmum, . stresu olfsyd.ac.y_]}lego: 3-NT (ELISA), biatkowych grup -SH,
ochronie plytek krwi . L T. fragiferum,T. hybridum, T. | nadtlenkéw lipidow oraz TBARS

blood platelet experimental system in vitro. | . ; ) .
; incarnatum, T. resupinatum var. | e na modelu badawczym plytek oraz osocza krwi (uzupetniajaco)

Mol. Cell. Biochem. 2015 ; X X . .

majus, T. resupinatum var. | - immunodetekcja 3-NT met. Western blotting

resupinatum.

Frakcje fenolowe z 6 gatunkéw: | ® w chemicznym ukfadzie. doswiadczalnym: aktywno$¢
Biological activity of cl toxidati T. alexandrinum, redukujaca ekstraktéw oraz zdolno$¢ zmiatania rodnikéw

tologicat activity of CIOVers - anfioxicative |- fragiferum, T. hybridum, T. | DPPH®1 ABTS**

Aktywno$é action of six Trifolium species in blood | . T . . . . . o

s wutleniai plasma in vitro. Pharm. Biol. 2014 incarnatum, 1. resupinatum var. | e w  biologicznym  uki.  doswiadczalnym:  pojemnos¢
przeclllwuli enlajal}lcaw majus, T. resupinatum var. | antyoksydacyjna osocza - NEAC, metodami z zastosowaniem

¢ ;?ég:cyhc resupinatum. rodnikow ABTS*" i DPPH" oraz metodg FRAP

doswiadczalnych i w
osoczu krwi

Free radical scavenging actions of three
Trifolium species in the protection of blood
plasma antioxidant capacity in vitro. Pharm.
Biol. 2015

Frakcje fenolowe z 3 gatunkow:
T. pallidum, T. scabrum, T.
pratense

o w chemicznym ukl. doswiadczalnym: aktywnos$¢ redukujaca
ekstraktow oraz zdolno$¢ zmiatania rodnikow DPPH® i ABTS**
o w biologicznym  uki.  doswiadczalnym:  pojemnos¢
antyoksydacyjna osocza - NEAC, metodami z zastosowaniem
rodnikow ABTS** i DPPH"® oraz metodg FRAP

Frakcje fenolowe z 9 gatunkow:
T. alexandrinum,

e pomiary adhezji ptytek do fibrynogenu (stymulowanych TH
lub ADP)

. . The anti-adhesive and anti-aggregatory | 7. fragiferum, T. hybridum, T. | e pomiary agregacji w PRP (stymulacja ADP lub kolagenem)
Dzialanie . e 1 . . . . . S
rzeciwplytkowe effects of phenolics from Trifolium species in | incarnatum, T. pallidum, T. | e sekrecja ptytkowego czynnika 4 (PF-4) w odpowiedzi na

P vitro. Mol. Cell. Biochem. 2016 resupinatum  var. majus, T. | roznych agonistow
resupinatum var. resupinatum, T. | o generowanie dialdehydu malonowego (metabolizm kw.
scabrum, T. pratense. arachidonowego) w ptytkach krwi
Frakcje fenolowe z 9 gatunkow: | ® czasy krzepnigcia: PT, TT, APTT
. . . . ] test kr: ieciaifi li FF
Wiasciwosci Phenolic extracts from nine Trifolium species L alexafzdrznum, . *fes ze[')r’n(;mal ibrynolizy (C ) .
.. . T T. fragiferum, T. hybridum, T. | e aktywnos$¢ hemostatyczna osocza indukowana Dapttin’em
antykoagulacyjne i | modulate the haemostatic activity of blood | . . . . .,
: . : incarnatum, T. pallidum, T. | e aktywno$¢ hemostatyczna osocza indukowana Innovin’em
ocena plasma proteins in vitro. J. Pharm. resupinatum. var.  maius. T R .
cytotoksycznosci Pharmacol. 2018 P ) Jus, T * aktywnos¢ amidolityczna trombiny

resupinatum var. resupinatum,
scabrum, T. pratense.

e cytotoksycznos¢ ekstraktow wobec plytek krwi — ocena
wycieku LDH oraz jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej
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o w chemicznym ukl. doswiadczalnym: zdolno§¢ redukujaca
ekstraktow, efektywnos¢ zmiatania DPPH* i ONOO~

A.ktywno'sc‘ o w biologicznym uki. doswiadczalnym osocza lub plytek krwi:
przecwyutlemamca, Clovamide and clovamide-rich extracts of | Frakcje bogate w klowamidy z 3 | e biomarkery stresu oksydacyjnego: 3-NT, biatkowe grupy -SH,
prze::lvzvplytll::wa three Trifolium species as antioxidants and | gatunkow: T. clypeatum,T. | nadtlenki lipidow oraz TBARS
ey t?) toks(;fccinoéci moderate .antiplatelet agents in  vitro. obscurum,T. squarrosum  oraz | - adhezja ptytek krwi do kolagenu i fibrynogenu
frakeji Phytochemistry 2017 klowamid. - agregacja plytek krwi w PRP (stymulacja ADP lub kolagenem)
klowamidowych - wyciek LDH z plytek o )
- cytotoksycznos$¢ ekstraktow wobec jednojadrzastych komorek
krwi obwodowej
Trifolium species-derived substances and
przeglad extracts - biological activity and prospects lad )
piSmiennictwa for medicinal applications J. praca przegiadowa
Ethnopharmacol. 2012
Trifolium species - the latest findings on
przeglad chemical profile, ethnomedicinal use and lad )
piSmiennictwa pharmacological properties. J.  Pharm. praca przeglacowa

Pharmacol. 2016
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(a) ocena wlasciwosci przeciwutleniajgcych badanych ekstraktow 7 koniczyn

Wstepna ocena zdolno$ci zmiatania rodnikéw oraz zdolno$ci redukujacej badanych

ekstraktéw (metodami z wykorzystaniem rodnikow ABTS*" lub/i DPPH* oraz metoda FRAP)

przeprowadzana bvla w chemicznych (nie-biologicznych) ukladach do$wiadczalnych.

Zaréwno pomiary zdolnosci redukujacej (met. FRAP), jak badania porownawcze zdolnosci
zmiatania rodnikow ABTS®", DPPH* w w/w ukladach do$wiadczalnych zasugerowaty, ze
sposrdd badanych 9 ekstraktow fenolowych, frakcja z T. alexandrinum charakteryzuje si¢
najwyzszym potencjatem antyoksydacyjnym. Jej dzialanie znaczaco przewyzszato
efektywno$¢ pozostatych ekstraktow (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., Pharm. Biol., 2014).
Warto$ci ECso uzyskane dla tej frakcji w oznaczeniach dla zmiatania rodnikow ABTS®",
DPPH* wynosity odpowiednio 5,53 oraz 2,02 pg/ml (Koelodziejczyk-Czepas i wsp., Pharm.
Biol., 2015) i byly co najmniej kilkakrotnie nizsze od warto$ci analogicznych parametrow dla
pozostatych 8 frakcji fenolowych (Tab. 4), nawet preparatu z 7. scabrum, o znacznie Wyzszej
catkowitej zawarto$ci polifenoli (Tab. 1). Wprawdzie frakcja z T. alexandrinum zawierata
mniej zwigzkow polifenolowych (52,55 mg/g suchej masy) niz preparat uzyskany z T.
scabrum (81,09 mg/g suchej masy), ale zawierata klowamidy, a ponadto, charakteryzowata
si¢ wyzsza zawarto$cig flawonoidow oraz fenolokwaséow (Tab. 1). Rowniez w serii
doswiadczen dotyczacych zdolno$ci zmiatania rodnika DPPH* przez ekstrakty klowamidowe
z T. clypeatum, T. obscurum oraz T. squarrosum zaobserwowano, ze wykazuja si¢ one
znaczacym potencjalem antyoksydacyjnym (ECso<10 pg/ml). Dla poréwnania, w
analogicznych eksperymentach prowadzonych w Katedrze Biochemii Ogolnej UL z uzyciem
troloksu uzyskiwano wartosci ECso <5-7 pg/ml (dla obu rodnikow). Wyniki z pomiaroéw

zdolnos$ci zmiatania rodnikéw przez badane ekstrakty z koniczyn podsumowatam w Tabeli 4.
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Tabela. 4. Porownanie efektywnosci zmiatania rodnikow ABTS*" i DPPH*® przez badane ekstrakty z
koniczyn (na podst. Kotodziejczyk-Czepas i wsp., Pharm. Biol.,2015).

T. pratense 21,69 12,27
T. pallidum 29,77 30,06
T. scabrum 55,42 86,82
T. alexandrinum 5,53 2,02
T. fragiferum 54,65 37,93
T. hybridum 42,38 47,66
T. incarnatum 48,64 28,76
T. resupinatum var. majus 22,94 15,70
T. resupinatum var. resupinatum 20,27 14,39
T. clypeatum - 7,9
T. obscurum - 6,8
T. squarrosum - 5,9

Kolejnym aspektem oceny aktywnosci antyoksydacyinej ekstraktéw z koniczyn byly

do$wiadczenia z wykorzystaniem modeli badawczych plytek krwi oraz osocza w warunkach

stresu oksydacyjnego wywotanego nadtlenoazotynem (ONOOQO™). Nadtlenoazotyn jest jednym

z glownych oksydantow generowanych w uktadzie krazenia in vivo. Jego szkodliwe dzialanie
obejmuje zaré6wno bezposrednie uszkodzenia biomolekut (nitrowanie i utlenianie), jak i
aktywacj¢ metaloproteinaz oraz promowanie odpowiedzi prozapalnej. W ukladzie krazenia,
uszkodzenia oksydacyjne i nitracyjne moga znaczaco wpltywac na funkcje srodbtonka $ciany
naczynia, aktywnos$¢ hemostatyczng biatek uktadu krzepnigcia i fibrynolizy, a takze ptytek
krwi. Ekspozycja bialek na dzialanie reaktywnych form tlenu (i azotu) moze prowadzi¢ do
m.in. do nitrowania reszt tyrozyny, tworzenia dityrozyny i utleniania grup tiolowych.
Konsekwencja tych uszkodzen moze by¢ ostabienie lub utrata funkcji biatek w wyniku
modyfikacji aminokwasow w centrum aktywnym enzymow, peknigcia lancucha
polipeptydowego, zmiany konformacji biatka na skutek pojawienia si¢ wigzan krzyzowych w
obrgbie tego samego lub roéznych tancuchow polipeptydowych, czy tworzenia agregatow
biatkowych (np. Speckmann i wsp., 2016, Bartesaghi i Radi, 2018). Zaro6wno rodnikowe, jak i
nierodnikowe utleniacze moga powodowac peroksydacje osoczowych i1 komoérkowych
lipidow.

W uktadzie hemostazy, stres oksydacyjny moze modulowa¢ aktywnos¢ ptytek krwi i
biatek uktadu krzepnigcia, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia potencjalu prokoagulacyjnego

osocza krwi. Ponadto, na uszkodzenia oksydacyjne podatne sa réwniez biatka uktadu
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fibrynolizy, co moze dodatkowo prowadzi¢ do efektu hipofibrynolitycznego i nasilenia
tendencji prozakrzepowych (np. Kolodziejczyk J., Diagnost. Lab., 2010, Kotodziejczyk i wsp.,
Ann. Acad. Med. Siles., 2011). Efektywnos$¢ dziatania przeciwutleniajacego badanych
ekstraktow roslinnych ocenialam poprzez oznaczenia poziomu markerow stresu
oksydacyjnego: grup -SH, 3-nitrotyrozyny (3-NT), substancji reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) oraz nadtlenkéw lipidow. Ponadto, przeprowadzitam badania
wplywu obecnosci ekstraktoéw z koniczyn na pojemno$¢ antyoksydacyjng osocza krwi w
warunkach stresu oksydacyjnego wywolanego dziataniem ONOO~. Catkowita zdolnos¢
antyoksydacyjna osocza (zalezna of nieenzymatycznych przeciwutleniaczy) oceniana byta z
uzyciem rodnikow ABTS*" i DPPH* lub metody FRAP.

Doswiadczenia na modelu badawczym osocza i1 ptytek krwi, potwierdzity przestanki
wynikajace z badan na modelach chemicznych. Obie serie badan (obejmujace tacznie frakcje
fenolowe z 9 gatunkéw koniczyn) wykazaty, ze ekstrakty z tych roslin moga ograniczaé
oksydacyjne uszkodzenia ptytek krwi i osocza. W badaniach porownawczych dotyczacych
ekstraktow z T. scabrum, T. pallidum oraz T. pratense (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., J.
Physiol. Biochem., 2013), odnotowano statystycznie istotny efekt ochronny wszystkich
badanych frakcji, a najefektywniej dziatata frakcja fenolowa z 7. pratense. Badania kolejnej
serii ekstraktow (6 frakcji fenolowych) (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., Mol. Cell Biochem.,
2015), wykazaly znaczace réznice w efektywnosci ich dziatania ochronnego przeciw
utleniajagcemu 1 nitrujagcemu dzialaniu nadtlenoazotynu na ptytki krwi lub osocze. Frakcja
uzyskana z T. alexandrinum posiadata najsilniejsze witasciwosci ochronne przeciwko
indukowanemu nadtlenoazotynem utlenianiu biatkowych grup -SH, nitrowaniu reszt tyrozyny
w bialkach oraz peroksydacji lipidow w ptytkach krwi. Silniejszy efekt antynitracyjny frakcji
fenolowej z T. alexandrinum potwierdzitam rowniez w dodatkowych immunodetekcjach 3-
nitrotyrozyny biatkach ptytek krwi i osocza, przeprowadzonych technika Western blotting.
Wykazane przeze mnie antynitracyjne wilasciwosci badanych ekstraktow stanowig
wlasciwo$¢ bardzo istotng w ochronie fizjologicznej rdwnowagi w uktadzie hemostazy.
Wyniki badan réznych zespotow wskazuja bowiem na istotng rol¢ stresu oksydacyjnego, w
tym nitrowania reszt tyrozyny bialek ptytkowych w modulowaniu ich aktywacji.
Zaobserwowano na przyktad, ze poddanie tych komorek dziataniu ONOO~ w zakresie stgzen
50-100 pM, z jednoczesng aktywacja ptytek kwasem arachidonowym, stymulowato
przemiany eikozanoidéw i1 zwigkszalo tworzenie prostaglandyny Hz o 30-60% (Boulus i wsp.,

2000). Wsrod biatek ptytkowych, podatnych na nitrowanie wymienia si¢ m.in. kinazy
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p38MAPK oraz Lyn, paksyling, czy VASP (ang. vasodilator-stimulated phosphoprotein,,
fosfoproteina stymulowana czynnikiem wazodylatacyjnym) (Sabetkar 2002).

Najstabszy efekt przeciwutleniajacy (szczegolnie w oznaczeniach poziomu grup -SH i
TBARS) odnotowatam dla frakcji z 7. hybridum, T. fragiferum oraz T. resupinatum var.
resupinatum (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., Mol. Cell Biochem., 2015). W badaniach trzeciej
serii ekstraktow (bogate w klowamidy frakcje z koniczyn T. clypeatum, T. obscurum oraz T.
squarrosum) réwniez zaobserwowalam dziatanie ochronne wobec bialek i lipidow osocza
krwi w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego ONOO™. Badane frakcje klowamidowe
charakteryzowaly si¢ podobng efektywnos$cig dziatania  antyoksydacyjnego w
przeciwdziataniu utlenianiu osoczowych lipidéw, ale w przypadku ochrony biatek (pomiary
3-nitrotyrozyny i poziomu biatkowych grup -SH, nieco silniejsze dziatanie odnotowano dla
frakcji z T. clypeatum.

Ponadto, przeprowadzilam ocen¢ wplywu obecnosci badanych ekstraktow na
catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna osocza krwi (zaleznag od nieenzymatycznych
przeciwutleniaczy) w warunkach stresu oksydacyjnego, wywotanego nadtlenoazotynem in
vitro (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., Pharm. Biol., 2014 oraz Kolodziejczyk-Czepas i wsp.,
Pharm. Biol., 2015). W pierwszej serii ekstraktow, najefektywniejszym dziataniem
ochronnym charakteryzowata si¢ fakcja fenolowa izolowana z T. pratense. W drugiej serii
oznaczen, dziatanie 6 pozostatych ekstraktow bylo porownywalne - chociaz mozna zauwazy¢

nieznacznie silniejszy efekt antyoksydacyjny 7. alexandrinum.

(b) ocena wlasciwosci przeciwplytkowych badanych ekstraktow z koniczyn

Ocena wplywu ekstraktow z wybranych gatunkéw koniczyn na hemostatyczna

aktywnoS$¢ plyvtek krwi obejmowala monitorowanie nastepujacych etapdéw aktywacji plytek

krwi: ich adhezji, agregaciji oraz sekrecji zawartosci ziarnisto$ci ptytkowych w odpowiedzi na

dzialanie roznych agonistéw. Zastosowanie rdéznych agonistow umozliwilo wstgpne

wskazanie szlakow aktywacji ptytek krwi, ktére moga by¢ hamowane dzialaniem badanych
ekstraktow ros$linnych. Trombina aktywuje ptytki krwi dziatajac proteolitycznie na receptory
aktywowane przez proteazy - PAR (ang. protease-activated receptors). PAR-1 1 PAR-4,
zwigzane z biatkami G (ang. G protein coupled receptor, GPCR). Receptor PAR-1
wspotdziata z 3 biatkami G (Gi2, Gq oraz Gi), podczas gdy PAR-4 zwigzany jest z biatkami
G2 1 Gq (Bijak i wsp., Kosmos, 2012; Cunningham i wsp., Biochem. Soc. Trans., 2016;
Gardiner i Andrews, Adv. Exp. Med. Biol., 2016, Posma i wsp., J. Thromb. Haemost., 2016).
Z kolei aktywacja ptytek krwi wywolana dziataniem ADP przebiega za posrednictwem
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receptorow P2Y1 oraz P2Y12, zasocjowanych odpowiednio z biatkami Gq oraz Giys (np.
Rivera i wsp., Haematologica, 2009; Stegner i Nieswandt, J. Mol. Med., 2011; Wijeyeratne i
Heptinstall, Br. J. Clin. Pharmacol., 2011). Jako gléwne receptory dla kolagenu wskazuje si¢
receptor oxfi1 (GPla/lla), glikoproteing GPVI oraz GPIb-IX-V. oofi oraz GPVI s3
receptorami bezposrednio wigzgcymi kolagen. GPIb-IX-V stanowi posredni receptor adhezji,
tworzacy kompleks z czynnikiem von Willebranda, kluczowy dla zwigzania ptytek krwi do
kolagenu warstwy podsrodbtonkowej uszkodzonego naczynia w warunkach przeptywu krwi z
wysokimi gradientami predko$ci w tetnicach (>600 s') (Kralisz i Stasiak, Post. Biochem.,
2007; Li i wsp., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 2010; Prakash Lingam i wsp., Int. J.
Biosci. Biochem. Bioinf., 2011, Nuyttens i wsp., Thromb. Res., 2011).

W badaniach obejmujacych frakcje fenolowe z 9 gatunkéw koniczyn (Kolodziejczyk-
Czepas i wsp., Moll. Cell Biochem., 2016), e¢kstrakty z T. incarnatum, T. resupinatum var.
resupinatum oraz T. scabrum byly najsilniejszymi inhibitorami adhezji plytek krwi do
fibrynogenu, indukowanej trombing. Poniewaz badane ekstrakty charakteryzowaty sig
niewielka zdolno$cia hamowania trombiny, uzyskane wyniki sugeruja mozliwosé
modulowania przez nie odpowiedzi ptytkowej zaleznej od integrynowego receptora dla
fibrynogenu ounPs. Wymienione ekstrakty byly rowniez najsilniejszymi inhibitorami
aktywacji ptytek krwi na etapie ich adhezji indukowanej 10 uM ADP. Proces agregacji plytek
krwi indukowanej ADP byl natomiast najsilniej hamowany przez ekstrakty z 7. resupinatum
var. majus, T. scabrum 1 T. alexandrinum. Dziatanie ekstraktow z T. fragiferum i T. pallidum
bylo stabsze, natomiast w przypadku ekstraktow z T. hybridum, T. incarnatum 1 T. pratense
nie odnotowano istotnego statystycznie efektu przeciptytkowego. Dos$wiadczenia z
zastosowaniem kolagenu jako agonisty, wykazaty, ze wigkszo$¢ z badanych frakcji wykazuje
tagodny (ale istotny statystycznie) efekt przeciwplytkowy, z wyjatkiem preparatu z T.
alexandrinum.

Przeprowadzono réwniez oceng¢ wplywu badanych ekstraktow na przemiany zachodzace w
aktywowanych ptytkach krwi. Mozliwo§¢ hamowania kaskady przemian kwasu
arachidonowego sprawdzono poprzez oznaczenia generowania dialdehydu malonowego w
ptytach krwi stymulowanych trombing. Wykonane doswiadczenia wykazaty, ze
przeciwptytkowy efekt ekstraktow z T. alexandrinum, T. hybridum, T. incarnatum, T.
pallidum oraz T. pratense moze by¢ wynikiem hamowania przemian kwasu arachidonowego.
Proces sekrecji zawarto$ci ziarnistosci plytkowych (sekrecja czynnika ptytkowego 4)
hamowaly w sposob istotny statystycznie ekstrakty 7. scabrum oraz T. pratense, ale pewien

spadek odnotowano réwniez dla ptytek poddanych dziataniu frakcji fenolowych z T. pallidum
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1 T. resupinatum var. resupinatum (po stymulacji ADP) oraz T. resupinatum var. resupinatum,
T. resupinatum var. majus, T. scabrum 1 T. pratense (po stymulacji kolagenem).

W trakcie prowadzenia przeze mnie prac badawczych, dostepna literatura dotyczaca
klowamidow obejmowata 2 prace, sugerujace, ze zwiazki te mogg wykazywaé wiasciwosci
przeciwptytkowe. Opisano inhibicje cyklooksygenazy-1 i -2 przez klowamid i jego pochodne
wyizolowane z ziaren kakaowca (Park, 2007). Efekt antypltytkowy klowamidu odnotowano
réwniez w doswiadczeniach na myszach (Park i Schoene, 2006). Przeprowadzone przeze
mnie badania obejmujace aktywno$¢ przeciwptytkowa bogatych w klowamidy frakcji z T.
clypeatum, T. obscurum 1 T. squarrosum oraz komercyjnego klowamidu czgsciowo
potwierdzity cytowane obserwacje. Wymienione ekstrakty z 3 koniczyn oraz klowamid
wykazywaty tagodny efekt przeciwptytkowy (w zakresie badanych stezen 1-5 pg/ml).
Zaobserwowalam istotne statystycznie ograniczenie adhezji ptytek krwi do fibrynogenu. W
przypadku adhezji do kolagenu, istotny efekt odnotowatam tylko dla klowamidu, natomiast
nie stwierdzitam hamujacego wptywu badanych frakcji lub klowamidu na etapie agregacji

ptytek krwi (w osoczu bogatoptytkowym, po stymulacji ADP lub kolagenem).

¢) badania wplywu badanych ekstraktow na wltasciwosci hemostatyczne osocza krwi - ocena

wlasciwosci antykoagulacyjnych

Kardioprotekcyjne wlasciwosci zwigzkow roslinnych moga obejmowac nie tylko
hamowanie aktywacji plytek krwi, ale takze hamujacy wptyw na aktywacje bialek kaskady
krzepnigcia krwi (np. inhibicj¢ trombiny), czy nawet efekt pro-fibrynolityczny (Cordier
2012). Dane dotyczace wplywu preparatow z T. pratense na potencjat prokoagulacyjny
osocza krwi sg niespojne. Wiadomo, ze ekstrakty z T. pratense nie powinny by¢ podawane
razem z niektorymi lekami, np. warfaryna, gdyz moga nasila¢ dziatanie terapii
przeciwzakrzepowej, cho¢ mechanizm tych interakcji nie jest jeszcze doktadnie wyjasniony
(np. Ge i wsp., 2014). Ale z innych danych wynika, Ze stosowanie preparatow zawierajacych
ekstrakt z tej rosliny nie wplywa na wlasciwosci hemostatyczne osocza krwi u 0sob
nieprzyjmujacych lekéw przeciwzakrzepowych (np. Geller i wsp., 2009; Mainini i wsp.,
2013).

W  przypadku koniczyn innych niz 7. pratense, ich wplyw na wlaSciwosci

koagulacyjne osocza krwi jest bardzo stabo poznany, stad tez przeprowadzone przeze mnie

badania dostarczyly pierwszych danych dotyczacych wplywu wiekszosci z badanych

gatunkéw na hemostaze osoczowa. Badane ekstrakty charakteryzowaly sie lagodnymi

wlasciwosciami antykoagulacyinymi in vitro (Kolodziejczvk-Czepas i wsp., J. Pharm.
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Pharmacol., 2018). Zastosowalam rézne uktady badawcze, umozliwiajace ocen¢ wptywu

ekstraktow na wilasciwosci hemostatyczne osocza krwi, w tym proces krzepnigcia
indukowany r6znymi mechanizmami. Wykonane zostaly pomiary czaséw krzepnigcia oraz
aktywnos$ci amidolitycznej trombiny. Nie odnotowalam wpltywu badanych ekstraktow na
czasy krzepnigcia krwi, tj. czas trombinowy (TT), czas protrombinowy (PT), czas kaolinowo-
kefalinowy (czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji - APTT). Poniewaz warunki
pomiaréw czaséw krzepnigcia (czas pomiaru ponizej minuty) nie pozwalaja na doktadniejsze
przesledzenie wplywu ekstraktéw na wilasciwosci hemostatyczne osocza krwi, wykonana
zostala seria doswiadczen umozliwiajacych sledzenie przebiegu wykrzepiania osocza i1 analize
kinetyki polimeryzacji w wydtuzonym czasie. W ramach tych badan wykonane zostaty
doswiadczenia obejmujace aktywacje wykrzepiania osocza poprzez czynnik tkankowy (tzw.
zewnatrzpochodny szlak krzepnigcia — zastosowano preparat Innovin) lub szlak zalezny od
czynnikow kontaktu (tzw. wewnatrzpochodny szlak krzepnigcia — przy zastosowaniu
preparatu Dapttin). Przeprowadzono takze pomiary wptywu ekstraktow z koniczyn na
wykrzepiania osocza indukowane trombing i fibrynolizg (clot formation and fibrinolysis
(CFF) assay). Jako gldwne parametry zastosowano:

- lag time - parametr odpowiadajacy fazie enzymatycznej polimeryzacji fibrynogenu
(odstonigcie miejsc polimeryzacyjnych),

- szybkos¢ maksymalng polimeryzacji (Vmay) - wskaznik charakteryzujacy proces asocjacji
protofibryli tworzonych przez polimeryzujacy fibrynogen (faza polimeryzacyjna),

- absorbancje maksymalng (Ama) — wskaznik grubosci wldkien i stopnia usieciowana
powstalej fibryny (faza stabilizacji widknika),

- czas potowicznej lizy widknika (T1.2) - w pomiarach metodg CFF.

Opisywany etap doswiadczen obejmowal badania wiasciwosci 9 frakcji fenolowych,
pochodzacych z T. alexandrinum, T. fragiferum, T. hybridum, T. incarnatum, T. pratense, T.
resupinatum var. majus, T. resupinatum var. resupinatum, T. scabrum oraz T. pallidum.
Analizy wplywu badanych ekstraktow na proces krzepnigcia 1 fibrynolizy (met. CFF)
wykazaly istotny statystycznie spadek Vmax polimeryzacji (efekt antykoagulacyjny) w
przypadku oznaczen z uzyciem 3 ekstraktow (z 9 badanych frakcji fenolowych), tj.
preparatow z T. fragiferum, T. incarnatum oraz T. pallidum. Badane ekstrakty nie wptywaty
na aktywnos¢ fibrynolityczng osocza.

Wykonano oznaczenia wptywu ekstraktow na proces polimeryzacji fibrynogenu w osoczu,
zalezny od réznych szlakéw krzepnigcia. Odmienne mechanizmy aktywacji krzepnigcia

odzwierciedlone byly w przebiegu krzywych polimeryzacyjnych (ryc. 2AB). Kinetyka
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polimeryzacji fibrynogenu w osoczu, indukowanej Dapttin’em (wewnatrzpochodny szlaku
krzepnigcia), charakteryzowata si¢ 2-etapowym przebiegiem fazy polimeryzacyjnej (ryc. 2B).
W oznaczeniach polimeryzacji indukowanej czynnikiem tkankowym (preparat Innovin —
aktywacja szlaku zewnatrzpochodnego) nie odnotowano istotnego statystycznie wplywu
badanych 9 frakcji fenolowych na polimeryzacje fibrynogenu, na zadnym z badanych etapow
tego procesu. Natomiast aktywacja krzepnigcia na drodze wewnatrzpochodnej (preparat
Dapttin) ujawnita hamujacy wptyw czesci ekstraktow na proces polimeryzacji fibrynogenu w

osoczu krwi. Istotny statystycznie efekt antykoagulacyjny wykazywaly frakcie z T.

alexandrinum. T. fragiferum. T. incarnatum. T. pallidum. T. resupinatum var. resupinatum, T.

resupinatum var. majus oraz 1. scabrum. Wymienione ekstrakty wptywaty hamujaco na

proces wykrzepiania osocza krwi na etapie polimeryzacji, co przektadato si¢ na spadek Vmax

polimeryzacji.
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Ryc. 2. Przykladowa krzywa polimeryzacji fibrynogenu w osoczu krwi, uzyskiwana w
oznaczeniach z zastosowaniem odczynnikéw Innovin (aktywacja zalezna od czynnika
tkankowego/zewnatrzpochodny szlak krzepnigcia — ryc. 1A) oraz Dapttin (aktywacja
wewnatrzpochodnego szlaku krzepnigcia — ryc. 1B) (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., J. Pharm.
Pharmacol., 2018).

Doswiadczenia dotyczace wptywu badanych ekstraktéw na aktywno$¢ amidolityczng
trombiny wykazaty, Zze badane ekstrakty hamuja aktywno$¢ trombiny w niewielkim stopniu
(do 20%). W przypadku frakcji z T. pratense nie zaobserwowatam efektu hamujacego. Nie

stwierdzitam efektu prokoagulacyjnego. Na podstawie wykonanych pomiaréw aktywnosci
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trombiny oraz oznaczen polimeryzacji réznymi metodami, mozna przypuszczaé, Zze
obserwowany tagodny efekt antykoagulacyjny jest w niewielkim stopniu wynikiem
hamowania tego enzymu. Prawdopodobne sg interakcje sktadnikow obecnych w badanych
ekstraktach z innymi biatkami kaskady krzepnigcia krwi. Analizy fitochemiczne wykazaty, ze
fakcje fenolowe z 2 gatunkéw o najsilniejszym efekcie antykoagulacyjnym zawieraja
réznorodne zwiazki bioaktywne o mozliwym dziataniu kardioprotekcyjnym, m.in. kemferol,
kwercetyne, medikarping (7. fragiferum), czy apigenini¢, luteoling, diosmetyn¢ 1 medikarping
(T. incarnatum). Przypuszczalnie, ich obecno$¢ moze odpowiada¢ wigc za obserwowany
efekt antykoagulacyjny badanych ekstraktow. Wedtug danych literaturowych, wykazano na
przyktad hamowanie aktywno$ci trombiny i czynnika Xa krzepnigcia przez luteoling in vitro

oraz in vivo (Choi i wsp., 2015).

d) ocena cytotoksycznosci badanych ekstraktow

Ocena cytotoksycznosci badanych ekstraktow in vitro przeprowadzana byla z

zastosowaniem 2 modeli komérkowych — plytek krwi oraz jednojadrzastych komorek krwi

obwodowej (Kolodziejezyk-Czepas i wsp., Phytochemistry 2017; Kolodziejczyk-Czepas i
wsp., J. Pharm. Pharmacology 2018). Do doswiadczen wybralam zakres st¢zen badanych
ekstraktow <10 pg/ml, najbardziej odpowiadajacych fizjologicznemu poziomowi substancji
pochodzenia ros$linnego lub ich metabolitow, jaki rejestrowany jest osoczu krwi.

Ze wzgledu na wysoka reaktywnos$¢, przejawiajaca si¢ szybka odpowiedzg na bodzce,
w tym czynniki uszkadzajace, ptytki krwi stanowig bardzo dobry model do$§wiadczalny do
oznaczen cytotoksycznos$ci. Wykonane doswiadczenia opieraty si¢ na pomiarze wycieku
dehydrogenazy mleczanowej 1 wykazaly, ze badane ekstrakty nie wplywaja na integralno$é
btony ptytkowej. Oceng cytotoksycznosci wobec jednojadrzastych komoérek krwi obwodowe;j
przeprowadzatam natomiast metodg fluorymetryczng w oparciu o barwienie jodkiem
propidyny. Roéwniez w tych do$wiadczeniach nie stwierdzitam efektu cytotoksycznego
badanych ekstraktow z 12 gatunkéw koniczyn (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., Phytochemistry
2017; Kolodziejczyk-Czepas i wsp., J. Pharm. Pharmacology 2018).

e) Perspektywy dalszych badan i wykorzystania uzyskanych wynikow

Prezentowane badania dotycza zagadnien zwigzanych z poszukiwaniem naturalnych -
roslinnych zrdédet bioaktywnych substancji o potencjalnym dziataniu profilaktycznym i/lub

leczniczym. Przeprowadzona przeze mnie ocena wiasciwosci biologicznych moze stanowi¢

podstawe do dalszego oszacowania potencjalu prozdrowotnego lub leczniczego ekstraktow z
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roznych gatunkéw Trifolium. Badania te wpisuja si¢ rowniez w aktualne kierunki badawcze i
interdyscyplinarne spojrzenie, obecne w naukach biomedycznych i farmaceutycznych.
Poszukujac substancji biologicznie czynnych, pomocnych w ochronie uktadu krazenia zwraca
si¢ bowiem uwage na znalezienie gatunkow posiadajacych roznorodne korzystne wiasciwosci
biologiczne (w tym antyoksydacyjne, antyptytkowe i1 antykoagulacyjne). Wazng kwestig jest
rowniez dostepno$¢ materiatu badawczego, jak roéwniez aspekty ekonomiczne, tj.
minimalizowanie kosztow uzyskania materialu roslinnego (ekstraktu), ktory moze w
przysztosci by¢ podstawg do dalszych badan nad opracowaniem suplementu diety lub srodka
medycznego. Popularno$¢ koniczyn w rolnictwie wynika ze stosunkowo niskich kosztow
uprawy, poniewaz koniczyny korzystaja z azotu atmosferycznego asymilowanego dzigki
symbiozie z bakteriami brodawkowymi, zasiedlajace korzenie tych roslin. Dlatego tez
koniczyny nie wymagaja intensywnego nawozenia.

Jak dotad, pomimo rosnacego zainteresowania réznorodnymi gatunkami roslin, jako
zroédtem substancji o dziataniu kardioprotekcyjnym, koniczyny - cho¢ popularne w rolnictwie,
pozostawaly w wiekszosci niezbadane (nawet w zakresie badan podstawowych) pod
wzgledem zawarto$ci substancji biologicznie czynnych 1 ich efektu fizjologicznego.
W ostatnich latach znaczaco wzroslo zainteresowanie aktywnos$cig biologiczng tych roslin,
ich wilasciwo$ciami prozdrowotnymi, a takze mozliwosciag wykorzystania koniczyn jako
zrédla bioaktywnych substancji, przydatnych w profilaktyce lub terapii réznych zaburzen.
Postep prac badawczych nad aktywno$cig biologiczna ekstraktow z koniczyn oraz
poszerzenie wiedzy w tym zakresie zestawitam w pracy przegladowej ,,Trifolium species —
the latest findings on chemical profile, ethnomedicinal use and pharmacological properties
(Kolodziejczyk-Czepas, J. Pharm. Pharmacol., 2016). Dane zrodlowe stanowito ponad 80
najnowszych prac, pochodzacych z ponad 3-letniego okresu badan prowadzonych w réznych
regionach §wiata.

W przeprowadzonych badaniach, objetych wskazanym osiggnigciem, wynikajgcym z
art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.) wykazatam, ze badane

gatunki koniczyn posiadaja wilasciwo$ci przeciwutleniajace i/lub przeciwptytkowe oraz

antykoagulacyjne. W przypadku wigkszosci z badanych przeze mnie gatunkéw, byly to

pierwsze prace badawcze dotyczace dzialania antyoksydacyjnego w biologicznych ukladach

doswiadczalnych osocza i ptytek krwi oraz wpltywu ekstraktow z tych ro$lin na funkcije plytek

krwi. Dla wiekszosci badanych gatunkéw koniczyn (z wyj. T. pratense) sa to rOwniez
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pierwsze badania dotyczace ich wplywu na proces krzepniecia osocza krwi, w tym aktywnosé

enzymatyczna trombiny oraz aktywno$¢ fibrynolityczna osocza krwi.

W przeprowadzonych badaniach, po raz pierwszy:

- wykazano przeciwutleniajagce wiasciwosci ekstraktow z S5 gatunkéw: T. hybridum, T.
incarnatum, T. clypeatum, T. obscurum oraz T. squarrosum (w literaturze brak bylo
jakichkolwiek danych na ten temat) stosujac chemiczne i biologiczne uktady doswiadczalne.
W przypadku badan aktywnosci biologicznej ekstraktow z T. pallidum oraz T. scabrum,
przeprowadzone przeze mnie badania wstgpne — niewchodzace w sktad osiaggniecia
(Kotodziejczyk-Czepas i wsp., J. Thromb. Thrombol., 2013) rowniez stanowity pierwsze
doniesienia na temat dzialania substancji obecnych w tych roslinach.

- przeprowadzono ocen¢ wlasciwosci przeciwptytkowych 1 antyoksydacyjnych ekstraktow 7.
clypeatum, T. obscurum 1 T. squarrosum,

- wykonano wstgpng oceng cytotoksycznos$ci ekstraktow z T. alexandrinum, T. fragiferum, T.
hybridum, T. incarnatum, T. clypeatum, T. obscurum, T. pallidum, T. resupinatum var. majus,
T. resupinatum var. resupinatum, T. scabrum oraz T. squarrosum,

- przeprowadzono analize aktywnosci biologicznej ekstraktow z 7. obscurum oraz T.

squarrosum.

Jako glowne wyniki uzyskane z przeprowadzonych badan, nalezy wskazaé¢ nast¢pujace

obserwacje:

- najsilniejsze wihasciwosci przeciwutleniajace wykazywata frakcja fenolowa z T.
alexandrinum, w nieco mniejszym stopniu frakcje z 7. incarnatum 1 T. pratense,

- najsilniejszy efekt przeciwptytkowy frakcje fenolowe z T. incarnatum oraz T.
scabrum,

- wyrazny efekt antykoagulacyjny odnotowano gtownie dla frakcji fenolowych z T.
fragiferum, T. incarnatum oraz T. pallidum,

- frakcje klowamidowe z T. clypeatum, T. obscurum i T. squarrosum wykazywaly
tagodny efekt przeciwplytkowy i antyoksydacyjny,

- badane ekstrakty nie wptywaty na aktywnos¢ fibrynolityczng osocza krwi,

- nie stwierdzono cytotoksycznosci badanych 12 ekstraktéw wobec ptytek krwi oraz

jednojadrzastych komorek krwi obwodowe;.
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Przeprowadzone badania wiasciwosci biologicznych dotyczyty ekstraktow zaréwno z
popularnych gatunkéw uprawnych (w tym znanych w ziotolecznictwie), ale i mniej znanych
koniczyn (np. T. pallidum). Uzyskane wyniki poszerzyly aktualny stan wiedzy dotyczacy
wlasciwosci biologicznych ekstraktow koniczyn. Jednoczes$nie, zwracajg uwage na to, ze
rozne gatunki koniczyn moga stanowi¢ cenne (cho¢ dopiero poznawane) zrodio substancji
biologicznie czynnych, przydatnych nie tylko w celach profilaktycznych, ale posiadajacych

réwniez potencjalng aktywnos$¢ farmakologiczng. Niezbedne sg jednak dalsze badania in vivo.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych)

1. Dzialalnos¢ naukowa i dydaktyczna przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora
Osiggnigcia badawcze

W roku 2001, w ramach wykonywania pracy magisterskiej, rozpocze¢lam prace
badawcze dotyczace wplywu nadtlenoazotynu na aktywno$¢ enzymatyczng plazminy.
Badania te staly si¢ wstgpem do podjecia tematyki udzialu stresu oksydacyjnego w
zaburzeniach funkcji bialek ukladu hemostazy, a w szczegdlnosci wptywu modyfikacji
oksydacyjnych na aktywno$¢ uktadu fibrynolizy. Wyzej wspomniane zagadnienia stanowity
przedmiot mojej pracy doktorskiej ,,Wphw nadtlenoazotynu na uktad fibrynolizy”, ktora
obronitam w roku 2006. Za najwazniejsze osiggni¢cia moich badan z tego okresu uwazam
potwierdzenie podatnosci plazminy na uszkodzenia oksydacyjne, w tym nitrujace dzialanie
ONOO™. W potaczeniu z poprzednimi badaniami, prowadzonymi w Katedrze, uzyskane moje
obserwacje stanowily jedne z pierwszych doniesien dotyczacych mozliwo$ci hamowania
fibrynolizy w warunkach stresu oksydacyjnego. Wczesniej przypuszczano bowiem, ze ze
wzgledu na swojg zwartg, kringlowg strukture, plazminogen 1 plazmina nie s podatne na
uszkodzenia oksydacyjne. Ponadto, wykazatam, ze za hamowanie aktywnos$ci enzymatyczne;j
plazminy przez ONOO™ moze odpowiada¢ nitrowanie reszt tyrozyny w tych biatkach.
Opracowalam réwniez metod¢ immunoenzymatyczng (ELISA kompetycyjna) do ilosciowego
oznaczania 3-nitrotyrozyny w materiale biologicznym (osocze, lizat komoérkowy) w oparciu o
fibrynogen jako antygen wzorcowy. W badaniach nad uszkodzeniami oksydacyjnymi biatek
uznanym markerem jest obecno$¢ 3-nitrotyrozyny, poniewaz nitrowanie tyrozyny w biatkach
ma nie tylko warto$¢ wskaznikowa, takze odgrywa znaczaca role w zmianach funkcji
niektorych biatek (Kolodziejczyk, Diag. Lab., 2010). Oznaczanie poziomu 3-nitrotyrozyny
jest jednym z gtownych biomarkerow stresu oksydacyjnego. Opracowang przeze mnie metode

zastosowalismy w Katedrze do szeregu oznaczen uszkodzen biatek w warunkach stresu
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oksydacyjnego oraz oceny efektywnosci dziatania badanych antyoksydantow (naturalnych i
syntetycznych). Poza badaniami uktadu fibrynolizy, istotnym zagadnieniem prowadzonych
przeze mnie badan byta ocena zmian w funkcjonowaniu elementow uktadu hemostazy (biatek
krzepnigcia oraz ptytek krwi) oraz badania roznorodnych zwigzkéw jako potencjalnych
przeciwutleniaczy. Uzyskane przeze mnie wyniki przedstawiane byly w ramach ustnych i
posterowych komunikatow konferencyjnych. Zostaly one réwniez opublikowane w kilku
pracach oryginalnych (np. Nowak i wsp., Cell. Mol. Biol. Lett., 2006, Saluk-Juszczak i wsp.,
Curr. Microbiol., 2006, Nowak i wsp., Thromb. Res., 2007).

Praca dydaktyczna oraz inne osiggnigcia

W trakcie studiow doktoranckich moja praca dydaktyczna obejmowata prowadzenie
zaje¢ laboratoryjnych z biochemii oraz pracowni specjalistycznej dla studentéw kierunku
biologia. Aktywnie uczestniczytam w kilku konferencjach i warsztatach naukowych (wykaz
w zalaczniku 4). W roku 2004, bytam takze uczestnikiem II Miedzynarodowej Szkoty
Letniej ,,Biomedical applications of carbon surfaces" Centrum Doskonato$ci NANODIAM
(Politechnika t.o6dzka). W 2005 roku wilaczytam si¢ w prace zwigzane z organizacjg IX
Konferencji Biologii Komérki (Lo6dz, 2005), a rok pozniej przygotowywatam i
przeprowadzalam prezentacje i spotkania informacyjne z uczniami szkot srednich w ramach

Drzwi Otwartych na Wydziale BiOS UL..

11. Aktywnos¢ naukowa i dydaktyczna po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
Osiggniecia badawcze

Prace zawodowa na stanowisku asystenta w Katedrze Biochemii Ogo6lnej UL
rozpoczelam w lutym 2006 roku, jako doktorantka. Po obronie pracy doktorskiej, od grudnia
2006 roku rozpoczetam prace adiunkta w tej samej Katedrze. Poczatkowo zaangazowatam si¢
w biezace prace badawcze. Opracowang przez siebie metode immunodetekcji 3-nitrotyrozyny
zastosowatam do oznaczen efektywnosci dziatania roznych antyoksydantow, w tym
zwigzkow pochodzenia roslinnego, a takze oceny wptywu stresu oksydacyjnego na sktadniki
krwi w warunkach in vitro.

Zarowno zakonczone, jak i obecnie prowadzone przeze mnie badania koncentrujg si¢
na ocenie zmian morfotycznych i1 osoczowych skladnikéw krwi (w tym bialek uktadu
hemostazy) w warunkach stresu oksydacyjnego w uktadach doswiadczalnych in vitro oraz w
warunkach in vivo - w réznorodnych jednostkach chorobowych. Ponadto, prowadzg¢ prace

badawcze majace na celu poszukiwanie 1 wstgpng ocen¢ naturalnych substancji o
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potencjalnym dziataniu kardioprotekcyjnym, obejmujacym efekt przeciwutleniajacy,
przeciwplytkowy 1 antykoagulacyjny, a takze dzialanie przeciwzapalne. Badania te
wykonywane sg w aspekcie oceny mozliwosci zastosowania tych substancji w profilaktyce
lub terapii choréb cywilizacyjnych, przede wszystkim dotyczacych uktadu sercowo-
naczyniowego.

Jako wykonawca w projekcie WroVASC, przeprowadzatam badania wchodzace
sklad jednego z =zadan realizowanych we wspotpracy z Wojewodzkim Szpitalem
Specjalistycznym we Wroctawiu, Osrodkiem Badawczo-Rozwojowym. Badania te dotyczyty
wlasciwosci  biologicznych preparatow roslinnych (glikokoniugaty polisacharydowo-
polifenolowe), wyizolowanych z kilku gatunkow roslin leczniczych, nalezacych do rodzin
Asteraceae oraz Rosaceae 1 wykazaty m.in., ze rosliny te moga by¢ zrédlem substancji o
dzialaniu przeciwutleniajacym (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., Int. J. Biol. Macromol., 2015).

Od roku 2008 uczestnicze¢ takze w badaniach w badaniach majacych na celu ocene
dziatania przeciwutleniajacego réznorodnych naturalnych substancji i ekstraktoéw roslinnych
uzyskiwanych w ramach wspotpracy z Instytutem Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa -
Pafstwowym Instytutem Badawczym (IUNG-PIB) w Putawach. W 2009 roku wlaczylam si¢
w badania prowadzone we wspoipracy z Uniwersytetem w Salerno (Wtochy) dotyczace
aktywnos$ci biologicznej substancji izolowanych z Garcinia cambogia. W tym czasie
zainteresowatam si¢ rowniez aktywnos$cig biologiczng substancji zawartych w koniczynach.
Ekstrakty otrzymatam z IUNG-PIB w Pulawach, a pierwszy etap prac badawczych
dotyczacych koniczyn stanowity badania wstegpne, obejmujace gtoéwnie oceng wilasciwosci

przeciwutleniajagcych frakcji fenolowych z 2 gatunkow koniczyn — 7. pallidum oraz T.

scabrum. Czeg$¢ wstepnych prac badawczych wykonatam w ramach uzyskane] przeze mnie

dotacii na finansowanie dziatalnosci polegajacej na prowadzeniu badan naukowych lub prac

rozwojowych oraz zadan z nimi zwiazanych stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow oraz

studidow doktoranckich (rozporzadzenie MNiSW z 5 listopada 2010 - Uniwersytet L.odzki

dofinansowanie nr 545/217, 545/464 oraz 545/741). Uzyskane przeze mnie wyniki wskazaly

na wysoki potencjal antyoksydacyjny badanych gatunkow i staly si¢ podstawa m.in.
publikacji w Journal of Thrombosis and Thrombolysis (Kolodziejczyk-Czepas i wsp., 2013).
Po wykonaniu badah wstgpnych oraz analizie danych literaturowych 1 wynikow analiz
fitochemicznych przeprowadzonych w IUNG-PIB, dokonatam wyboru gatunkéw koniczyn
stanowigcych przedmiot mojej pracy badawczej w ramach osiggniecia wynikajgcego z art. 16
ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).
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Wspotpraca z IUNG-PIB w Putawach zaowocowala rowniez ztozeniem wspdlnych
wnioskow grantowych i wspdtpraca w ramach 3 projektow badawczych, finansowanych przez
Narodowe Centrum Nauki (NCN).

W latach 2014-2015, bylam gléwnym wykonawca w projekcie ,,Substancje swoiste korzeni
Kalanchoe daigremontiana i ich aktywnos¢ biologiczna” finansowanego w ramach konkursu
Narodowego Centrum Nauki (NCN). W prowadzonych badaniach skupiliSmy si¢ na
wiasciwosciach frakcji fenolowej, bogatej w bufadienolidy - zwiazki podobne do
kardenolidow, i podobnie jak one, wykazujace aktywnos¢ glikozydéw nasercowych. Wyniki
uzyskane w tych badaniach stanowig pierwsze doniesienie wskazujagce na aktywnos$¢
antyoksydacyjng frakcji uzyskanej z korzeni zyworddki pierzastej (K. daigremontiana)
(Kotodziejczyk-Czepas i wsp., Pharm. Biol., 2016). Stosujac uklady doswiadczalne in vitro
oraz metody bioinformatyczne, po raz pierwszy wykazaliSmy réwniez, ze zawarte we frakcji
substancje moga by¢ inhibitorami proteaz serynowych ukladu hemostazy (Kolodziejczyk-
Czepas i wsp., Int. J. Biol.Macromol., 2017). Jak dotad, bufadienolidy (podobnie jak
kardenolidy) badane byly bowiem przede wszystkim pod katem ich wptywu na funkcje
kardiomiocytow oraz wlasciwosci przeciwnowotworowych.

Kolejny z w/w projektow ,, Metabolity wtorne czesci nadziemnych Pulmonaria officinalis
L. i ich aktywnosé biologiczna”, realizowany jest w formie konsorcjum naukowego IUNG-
PIB w Putawach (Lider) i Uniwersytetu bLodzkiego (Partner). Jako wykonawca i
koordynator ze strony UL, od 2015 roku wspolprowadze badania wilasciwosci
przeciwutleniajacych, przeciwptytkowych oraz antyokagulacyjnych ekstraktow i1 substancji
wyizolowanych z r6znych gatunkéw miodunek (Pulmonaria).

Obecnie, we wspotpracy z Instytutem w Pulawach realizowane sg réwniez badania objete
kierowanym przeze mnie projektem ,,Biochemiczne podstawy dziatania roslin leczniczych
- wstegpna ocena wlasciwosci przeciwzapalnych i przeciwutleniajgcych ekstraktow 7
polonicznika (Herniaria L.)”, finansowanym ze S$rodkow NCN, w ramach konkursu
MINIATURA 1.

Ponadto, w ramach wspolpracy naukowej z Zakladem Psychiatrii Biologicznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi bylam wykonawcg w ramach grantu ,,Wphyw
atypowych lekow przeciwpsychotycznych na procesy prooksydacyjne, antyoksydacyjne i
apoptoze - badania w elementach morfotycznych krwi, osoczu i hodowlach linii

komorkowych”. Lacznie, bylam wykonawca lub gléwnym wykonawca w 4 projektach

badawczych, a obecnie kieruje 1 projektem finansowanym ze srodkow NCN.
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Badania wtasciwosci substancji i ekstraktow roslinnych prowadze réwniez w ramach
wspotpracy naukowej z Zaktadem Farmakognozji, Katedry Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego w todzi. Obejmuja one ocen¢ aktywnosci biologicznej i cytotoksycznosci
ekstraktow z wybranych gatunkow roslin, m.in. z rodzaju Cotoneaster (irga), Prunus ($liwa)
oraz Sorbus (jarzab) w uktadach doswiadczalnych in vitro. Cze¢$¢ wynikéw z tych prac
badawczych zawarta zostata w 2 pracach, opublikowanych w czasopismach z listy JCR
(Marchelak i wsp., Front. Pharmacol., 2017; Matczak i wsp., J. Funct. Foods, 2017).

We wspoéltpracy z Klinikg Chirurgii Onkologicznej, Katedry Onkologii, Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi (Wojewddzki Specjalistyczny Szpital im. M. Kopernika w todzi)
prowadze prace badawcze objete tematem “Ocena wybranych biomarkerow stresu

oksydacyjnego u pacjentow ze stwierdzong chorobg nowotworowq zotgdka™.

Osiggnigcia dydaktyczne

Prowadzilam zajecia dla studentow kierunku biologia, biotechnologia, ochrona
srodowiska oraz chemia. Obejmowaly one ¢wiczenia laboratoryjne (¢wiczenia z biochemii,
¢wiczenia ,,Wstegp do analizy biochemicznej”, ¢wiczenia laboratoryjne ,,Biochemia
hemostazy”, ¢wiczenia z enzymologii oraz rozne rodzaje pracowni laboratoryjnych) a takze
zaj¢cia seminaryjne i konwersatoryjne.

Moje osiagni¢cia dydaktyczne obejmujg takze kierowanie przygotowaniem 4 prac
magisterskich (3 ukonczone oraz 1 w trakcie realizacji) i bezposredniag opieke nad
wykonaniem wykonania 15 prac magisterskich (14 ukonczonych, 1 w trakcie przygotowania),
realizowanych w Katedrze Biochemii Ogo6lnej Uniwersytetu todzkiego. Kierowatam 11
ukonczonymi pracami licencjackimi, recenzowatam 1 prace magisterska, a funkcje recenzenta
prac licencjackich pelitam 8 razy. Dwukrotnie bytam takze opiekunem uczestnikéw praktyk
odbywanych w Katedrze Biochemii Ogodlnej UL, przez studentéw po II roku studiow I°
(kierunek - biologia) 1 po I roku studiow I° (kierunek - biotechnologia) na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska UE. W 2008 roku, w ramach udzialu w migdzynarodowym programie
praktyk IAESTE (The International Association for the Exchange of Students for Technical
Experience), sprawowatam takze opieke naukowa nad studentem z zagranicy.

Obecnie, jestem rOwniez wykonawca w miedzynarodowym projekcie
dydaktycznym, zakwalifikowanym do finansowania w ramach Kkonkursu Komisji
Europejskiej ,,/mplementation of the EU CBRN Action Plan, the EU Action Plan on
enhancing the security of explosives and the FEuropean programme for critical

infrastructure protection'. W/w projekt obejmuje przygotowanie i przeprowadzenie
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migdzynarodowych studiow podyplomowych “Support for European Union action in the field
of CBRN security managers education” (lata realizacji 2016-2018).

Osiggniecia w zakresie dzialalnosci organizacyjnej i popularyzacji nauki

Angazuje si¢ w biezgce sprawy organizacyjne w Katedrze. Moja aktywno$¢
organizacyjna oraz dziatania w zakresie popularyzacji nauki obejmuja wspoitworzenie i
przeprowadzenie prezentacji podczas spotkan informacyjnych z uczniami szkét §rednich w
ramach Drzwi Otwartych na Wydziale BiOS UL (w roku 2006 i 2007), promocje Wydziatu
BiOS UL na XI Lodzkich Targach Edukacyjnych (2008), opicke nad Biblioteka Instytutu
Biochemii UL (2009-2013). Ponadto, bytam cztonkiem Komisji Rekrutacyjnej na stacjonarne
studia na Wydziale BiOS UL (2008). Bratam udzial w prezentacji Wydzialu BiOS UL
(prezentacja tematyki badawczej, dydaktycznej i pracowni KBO UL) dla uczniow szkoét
ogoblnoksztatcacych (2012). Uczestniczytam takze w pracach organizacyjnych zwigzanych z
przebiegiem obchodow 70-lecia UL (2015). W 2017 roku bylam cztonkiem komisji
oceniajacej w finale konkursu ,,Team laboratoryjny kreujgcy naszq technologiczng
przysztos¢”, odbywajacego si¢ w Szkole Podstawowej Nr 13 w Zdunskiej Woli. Na
zaproszenie redakcji przygotowatam artykul popularnonaukowy ,,Koniczyny — niepozorne
rosliny o dobroczynnych wlasciwosciach”, ktory ukazal si¢ we wrzeSniowym numerze
miesi¢cznika ,,Ekonatura” (2017). Bylam takze cztonkiem komitetu naukowego konferencji
naukowej TRENDS IN DIETETICS 2017, organizowane] przez Polskie Stowarzyszenie
Dietetykodw, na ktorej wyglaszatam wyktad ,,Astaksantyna w ochronie ukiadu krgzenia:
aktywnos¢ biologiczna i perspektywy zastosowania w profilaktyce chorob cywilizacyjnych”.

Prowadzitam réwniez sesj¢ 2 na w/w konferencji.

Pozostale osiggniecia

Od 2012 roku jestem czionkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.
Recenzowatam tacznie 33 publikacje w czasopismach miedzynarodowych 1 krajowych (o 5-
letnim wskazniku IF w zakresie od 0,719 do 6,705 - pelny wykaz tych czasopism
zamieszczony zostal w zalgczniku) oraz 1 rozdzial w monografii angielskojezycznej. Na
zaproszenie amerykanskiego wydawnictwa American Herbal Pharmacopoeia bylam jednym z
recenzentow monografii ,,Red clover flowering tops, aerial parts, and dry extract (Trifolium

pratense L.)” (2017; ISSN: 1538-0297; ISBN: 1-929425-38-4).
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W trakcie pracy zawodowej odbylam 2 krajowe staze naukowe:

e 2012 (4 tygodnie) - Zaktad Biochemii i Jakosci Plonow, Instytut Uprawy NawoZenia i
Gleboznawstwa, Panstwowy Instytut Badawczy, Pulawy. Prace wykonywane przeze mnie
podczas stazu obejmowaly izolacje frakcji fenolowych z 2 gatunkow Trifolium, w tym izolacje
ekstraktow z materiatu roslinnego, zageszczanie, oczyszczanie do fazy stalej oraz
zastosowanie technik chromatografii w ukladzie faz odwroconych, chromatografii
cienkowarstwowej oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

e 2013 (3 tygodnie) - Pracownia Patobiochemii Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Podczas stazu zapoznatam si¢ z metodykq izolacji
wybranych biatek i ich analizq metodq HPLC.

Ponadto, uczestniczylam  lacznie ~ w_  kilkunastu  ogdlnokrajowych  lub

miedzynarodowych szkoleniach, seminariach, kursach doskonalacych lub warsztatach

naukowych (pelny wykaz wymienionych aktywnosci zostat zawarty w zalgczniku 4).
Osiagnigcia te obejmowaty m.in. zakwalifikowanie si¢ i udzial w cyklu ksztalcacym w
ramach projektu ,, Kobieta Matkq Wynalazkow” (13.10 - 19.11.2012) - ogolnopolskiego
projektu wspotfinansowanego ze srodkow Unii Europejskiej (Europejski Fundusz Spoteczny).
Szkolenia obejmowaly zaréwno wyktady, jak i zajecia praktyczne/warsztaty z zakresu
komercjalizacji badan naukowych, pozyskiwania zrédet finansowania badan naukowych,
technik marketingu naukowego, transferu technologii do biznesu oraz ochrony wtasnosci
intelektualne;.

Odbytam takze seri¢ teoretycznych i praktycznych kursow dotyczacych zagadnien biologii
molekularnej, organizowanych w Centrum Medycznym Ksztalcenia Podyplomowego w
Warszawie:

o 20.04-22.04.2016 - kurs praktyczny ,Elektroforeza dwukierunkowa 2-DE metoda i
zastosowanie”,

¢ 19.01.2017 - kurs doskonalacy ,,Przephyw informacji genetycznej od genu do biatka”,

¢ 08.03-10.03.2017 kurs praktyczny ,,Techniki rozdziatu i immunodetekcji biatek™

¢ 14.03.2017 kurs doskonalacy ,,Rola mikroRNA w procesie nowotworzenia”

¢ 16.03.2018 kurs doskonalacy ,Wybrane zagadnienia z molekularnych podstaw

onkogenezy”.
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Otrzymalam nastepujace nagrody za dzialalnos¢ naukowa:

¢ 2007 - Nagroda Indywidualna Rektora UL za cykl publikacji zwigzanych z praca doktorska
(I1I stopnia),

e 2017 - Nagroda Zespotowa Rektora UL (II stopnia) za osiggni¢cia zwigzane z pracami
badawczymi: ,,Modyfikacje oksydacyjne i trombogenne zmiany funkcji hemostatycznych
osoczowych i morfotycznych sktadnikow krwi — ochronna rola naturalnych zwigzkow
fenolowych”,

e 2018 - Nagroda Indywidualna Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UL (II
stopnia) za osiggni¢cia publikacyjne w roku 2017

Literatura

Aggarwal M., Aggarwal B., Rao J. Integrative medicine for cardiovascular disease and prevention. Med. Clin.
North Am. 2017;101(5):895-923.

Almeida Rezende B., Pereira A.C., Cortes S.F., Lemos V.S. Vascular effects of flavonoids. Curr. Med. Chem. 2016;23(1):87-
102.

Asgary S., Moshtaghian J., Naderi G., Fatahi Z., Hosseini M., Dashti G., Adibi S. Effects of dietary red clover on blood
factors and cardiovascular fatty streak formation in hypercholesterolemic rabbits. Phytother Res. 2007; 21(8):768-770.

Bartesaghi S., Radi R. Fundamentals on the biochemistry of peroxynitrite and protein tyrosine nitration. Redox Biol.
2018;14:618-625.

Bijak M., Ponczek M.B., Nowak P. Komorkowa odpowiedZ na dziatanie trombiny, Kosmos 2012; 3:445-454

Bijak M., Saluk J., Szelenberger R., Nowak P. Popular naturally occurring antioxidants as potential anticoagulant drugs.
Chem. Biol. Interact. 2016;257:35-45.

Boulos C, Jiang H, Balazy M. Diffusion of peroxynitrite into the human platelet inhibits cyclooxygenase via nitration of
tyrosine residues. J Pharmacol Exp Ther. 2000; 293(1):222-9.

Choi JH, Kim Y'S, Shin CH, Lee HJ, Kim S. Antithrombotic activities of luteolin in vitro and in vivo. ] Biochem Mol Toxicol
2015;29: 552-558

Cordier W., Steenkamp V. Herbal remedies affecting coagulation: a review. Pharm. Biol. 2012; 50: 443-452.

Cunningham M., McIntosh K., Bushell T., Sloan G., Plevin R. Proteinase-activated receptors (PARs) as targets for
antiplatelet therapy. Biochem. Soc. Trans. 2016;44(2):606-12.

El-On J., Ozer L., Gopas J., Sneir R., Enav H., Luft N., Davidov G., Golan-Goldhirsh A. Antileishmanial activity in Israeli
plants. Ann. Trop. Med. Parasitol. 2009; 103(4), 297-306.

Fabricant D.S., Farnsworth N.R. The value of plants used in traditional medicine for drug discovery. Environ. Health
Perspect. 2001;109:69-75.

Gardiner E.E., Andrews R.K. Structure and function of platelet receptors initiating blood clotting. Adv Exp Med Biol.
2014;844:263-75.

Ge B., Zhang Z., Zuo Z. Updates on the clinical evidenced herb-warfarin interactions. Evid. Based Complement. Alternat.
Med. 2014; 2014:957362. doi: 10.1155/2014/957362.

Geller S.E., Shulman L.P., van Breemen R.B., Banuvar S., Zhou Y., Epstein G., Hedayat S., Nikolic D., Krause E.C., Piersen
C.E., Bolton J.L., Pauli G.F.., Farnsworth N.R. Safety and efficacy of black cohosh and red clover for the management of
vasomotor symptoms: a randomized controlled trial. Menopause 2009; 16(6):1156-1166.

Hao P., Jiang F., Cheng J., Ma L., Zhang Y., Zhao Y. Traditional Chinese medicine for cardiovascular disease: evidence and
potential mechanisms. J. Am. Coll. Cardiol. 2017;69(24):2952-2966.

Kolodziejczyk J. 3-nitrotyrozyna - marker stresu oksydacyjnego in vitro i in vivo. Diagnost. Lab. 2010; 2:141-145.

Kolodziejczyk J., Saluk J., Wachowicz B. Stres oksydacyjny — reaktywne formy tlenu i azotu w patogenezie zaburzen
uktadu krazenia. Ann. Acad. Med. Siles. 2011;4:63-69.

31



Kolodziejczyk-Czepas J. Trifolium species - the latest findings on chemical profile, ethnomedicinal use and
pharmacological properties. J. Pharm. Pharmacol. 2016; 68(7): 845-861.

Kolodziejezyk-Czepas J. Trifolium species-derived substances and extracts - biological activity and prospects for
medicinal applications. J. Ethnopharmacol. 2012; 143:14-23.

Kolodziejezyk-Czepas J., Bijak M., Saluk J., Ponczek M.B., Zbikowska H.M., Nowak P., Tsirigotis-Maniecka M.,
Pawlaczyk 1. Radical scavenging and antioxidant effects of Matricaria chamomilla polyphenolic-polysaccharide conjugates.
Int. J. Biol. Macromol. 2015; 72:1152-115.

Kolodziejczyk-Czepas J., Krzyzanowska-Kowalczyk J., Sieradzka M., Nowak P., Stochmal A. Clovamide and
clovamide-rich extracts of three Trifolium species as antioxidants and moderate antiplatelet agents in vitro.
Phytochemistry 2017; 143:54-63.

Kolodziejezyk-Czepas J., Nowak P., Kowalska 1., Stochmal A. Antioxidant action of six 7rifolium species in blood
platelet experimental system in vitro. Mol. Cell. Biochem. 2015; 410:229-237.

Kolodziejczyk-Czepas J., Nowak P., Moniuszko-Szajwaj B., Kowalska 1., Stochmal A. Free radical scavenging actions
of three Trifolium species in the protection of blood plasma antioxidant capacity in vitro. Pharm. Biol. 2015;
53(9):1277-84.

Kolodziejezyk-Czepas J., Olas B., Malinowska J., Wachowicz B., Moniuszko-Szajwaj B., Kowalska 1., Oleszek W.,
Stochmal A. Trifolium pallidum and Trifolium scabrum extracts in the protection of human plasma components. J. Thromb.
Thrombol. 2013; 35:193-199

Kolodziejczyk-Czepas J., Sieradzka M., Moniuszko-Szajwaj B., Nowak P., Oleszek W., Stochmal A. Phenolic fractions
from nine Trifolium species modulate the coagulant properties of blood plasma in vitro without cytotoxicity towards
blood cells. J. Pharm. Pharmacol. 2018; 70: 413-425.

Kolodziejezyk-Czepas J., Sieradzka M., Moniuszko-Szajwaj B., Pecio L., Ponczek M.B., Nowak P., Stochmal A.
Bufadienolides from Kalanchoe daigremontiana as thrombin inhibitors — in vitro and in silico study. Int. J. Biol. Macromol.
2017; 99: 141-150.

Kolodziejczyk-Czepas J., Sieradzka M., Wachowicz B., Nowak P., Oleszek W., Stochmal A. The anti-adhesive and
anti-aggregatory effects of phenolics from Trifolium species in vitro. Mol. Cell. Biochem. 2016; 412:155-164.

Kolodziejezyk-Czepas J., Stochmal A. Klowamid i jego pochodne jako bioaktywne roélinne zwiazki fenolowe. Zywno$é.
Nauka. Technologia. Jakos¢; 2015, 6(103), 33-40.

Kolodziejeczyk-Czepas J., Wachowicz B., Moniuszko-Szajwaj B., Kowalska 1., Oleszek W., Stochmal A. Antioxidative
effects of extracts from Trifolium species on blood platelets exposed to oxidative stress. J. Physiol. Biochem. 2013; 69:
879-887.

Kolodziejczyk-Czepas, J., Nowak, P., Kowalska, 1., Stochmal, A. Biological activity of clovers - free radical scavenging
ability and antioxidant action of six 7Trifolium species. Pharm. Biol. 2014; 52(10), 1308-1314.

Kralisz U, Stasiak M. Udzial receptoréw kolagenu ptytek krwi w hemostazie pierwotnej. Post. Biochem. 2007: 53 (4): 344-
355

Li Z., Delaney M.K., O'Brien K.A., Du X. Signaling during platelet adhesion and activation. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 2010; 30(12):2341-9.

Liperoti R., Vetrano D.L., Bernabei R., Onder G. Herbal medications in cardiovascular medicine. J. Am. Coll. Cardiol.
2017;69(9):1188-1199.

Loffredo L., Perri L., Nocella C., Violi F. Antioxidant and antiplatelet activity by polyphenol-rich nutrients: focus on extra
virgin olive oil and cocoa. Br. J. Clin. Pharmacol. 2017; 83(1):96-102.

Mainini G., Torella M., Di Donna M.C., Esposito E., Ercolano S., Correa R., Cucinella G., Stradella L., Luisi A., Basso A.,
Cerreto F.V., Cicatiello R., Matteo M., De Franciscis P. Nonhormonal management of postmenopausal women: effects of a
red clover based isoflavones supplementation on climacteric syndrome and cardiovascular risk serum profile. Clin. Exp.
Obstet .Gynecol. 2013; 40(3):337-41.

Marchelak A., Owczarek A., Matczak M., Pawlak A., Kolodziejczyk-Czepas J., Nowak P., Olszewska M.A. Bioactivity
potential of Prunus spinosa L. flower extracts: phytochemical profiling, cellular safety, pro-inflammatory enzymes inhibition
and protective effects against oxidative stress in vitro. Front. Pharmacol. 2017; 8:680. doi: 10.3389/fphar.2017

Matczak M., Marchelak A., Michel P., Owczarek A., Piszczan A., Kolodziejczyk-Czepas J., Nowak P., Olszewska M.A.
Sorbus domestica L. leaf extracts as functional products: phytochemical profiling, cellular safety, pro-inflammatory enzymes
inhibition and protective effects against oxidative stress in vitro and ex vivo. J. Funct. Foods 2017,
https://doi.org/10.1016/.j£.2017.10.046

Nowak P., Saluk-Juszczak J., Olas B., Kolodziejczyk J., Wachowicz B. Protective effects of selenoorganic compounds
against peroxynitrite-induced changes of plasma proteins and lipids. Cell. Mol. Biol. Lett. 2006; 11:1-11.

32



Nowak P., Zbikowska H.M., Ponczek M., Kolodziejezyk J., Wachowicz B. Different vulnerability of fibrinogen subunits to
oxidative/nitrative modifications induced by peroxynitrite: Functional consequences. Thromb. Res. 2007; 121, 163-174

Nuyttens B.P., Thijs T., Deckmyn H., Broos K. Platelet adhesion to collagen. Thromb. Res. 2011; 127: 12:26-9.

Oleszek W., Stochmal A., Janda,B. Concentration of isoflavones and other phenolics in the aerial parts of Trifolium species.
J. Agric. Food Chem. 2007; 55(20): 8095-8100.

Park J.B. Caffedymine from cocoa has COX inhibitory activity suppressing the expression of a platelet activation marker, P-
selectin. J. Agric. Food Chem. 2007; 55(6): 2171-2175.

Park J.B., Schoene N., Clovamide-type phenylpropenoic acid amides, N-coumaroyldopamine and N-caffeoyldopamine,
inhibit platelet-leukocyte interactions via suppressing P-selectin expression. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2006; 317(2): 813-819.

Posma J.J., Posthuma J.J., Spronk H.M. Coagulation and non-coagulation effects of thrombin. J. Thromb. Haemost. 2016;
14(10):1908-1916.

Prakash Lingam K.M., Venugopal K.R, Patnaik L.M. Int. J. Biosci. Biochem. Bioinf. 2011; 3:184-191.

Rao T.P., Htay H.H., Yasuda N.K., Sugino H., Ohkubo, Hayashi T., Okamoto T., Suzuki K. Antioxidant and anti-thrombotic
properties of selected plant extracts of Asia. Austin. J. Nutr. Metab. 2014; 1(1): 6.

Rastogi S, Pandey MM2, Rawat AK. Traditional herbs: a remedy for cardiovascular disorders. Phytomedicine. 2016;
23(11):1082-9.

Rivera J., Lozano M.L., Navarro-Nufiez L., Vicente V. Platelet receptors and signaling in the dynamics of thrombus
formation. Haematologica 2009; 94:700-711.

Sabetkar M, Low SY, Naseem KM, Bruckdorfer KR. The nitration of proteins in platelets: significance in platelet function.
Free Radic Biol Med. 2002;33(6):728-36.

Saluk-Juszczak J., Olas B., Nowak P., Kolodziejczyk J., Wachowicz B., Zgirski A. The effect of lipopolysaccharide from
Proteus mirabilis on the level of the stable end metabolic products of nitric oxide in blood platelets. Curr. Microbiol. 2007;
54(1):27-30.

Simoncini T., Fornari L., Mannella P., Caruso A., Garibaldi S., Baldacci C., Genazzani A.R.. Activation of nitric oxide
synthesis in human endothelial cells by red clover extracts. Menopause 2005; 12: 69-77.

Speckmann B., Steinbrenner H., Grune T., Klotz L.O. Peroxynitrite: from interception to signaling. Arch. Biochem. Biophys.
2016; 595: 153-60.

Stegner D., Nieswandt B. Platelet receptor signaling in thrombus formation. J. Mol. Med. 2011; 89:109-121.

Szajwaj B., Moldoch J., Masullo M., Piacente S., Oleszek W., Stochmal A. Amides and esters of phenylpropenoic acids from
the aerial parts of Trifolium pallidum. Nat. Prod. Commun. 2011; 6(9):1293-1296.

Wijeyeratne Y.D., Heptinstall S. Anti-platelet therapy: ADP receptor antagonists. Br. J. Clin. Pharmacol. 2011; 72: 647-657.

Cheng YC, Sheen JM, Hu WL, Hung YC. Polyphenols and oxidative stress in atherosclerosis-related ischemic heart disease
and stroke. Oxid. Med. Cell. Longev. 2017; doi: 10.1155/2017/8526438.

Forstermann U. Oxidative stress in vascular disease: causes, defense mechanisms and potential therapies. Nat. Clin. Pract.
Cardiovasc. Med. 2008; 5: 338-349.

Pastori D, Carnevale R, Pignatelli P. Is there a clinical role for oxidative stress biomarkers in atherosclerotic diseases? Intern.
Emerg. Med. 2014;9(2):123-31.

Tinkel J, Hassanain H, Khouri SJ. Cardiovascular antioxidant therapy: a review of supplements, pharmacotherapies, and
mechanisms. Cardiol Rev. 2012;20(2):77-83.

33



Zestawienie parametryczne dorobku naukowego

Sumaryczna lista

Sumaryczny IF
(zgodnie z rokiem

Liczba publikacji punktz)zvz; ;\g;\hSW T —
prac)
Lista A MNiSW (2016) 41 1080 89,77
Lista B MNiSW (2016) 21 187 -
Rozdzialy w monografiach 5 - =
Komunikaty na konferencjach
43 - .
naukowych
Pozostate publikacje naukowe 3 - -
Laczna liczba publikacji 111 1267 -
Referaty konferencyjne 1
Liczba cytowan (WoS, bez
, 349 - "
autocytowan)
Indeks Hirscha 13 - :

12, L£2.03 @0A¢

/é@a e /@Z’ada?/ﬂ/& - Cze e

34




