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Podziękowania 

Prezentowana rozprawa doktorska przygotowana została pod opieką naukową Pani dr 
hab. n. farm. Moniki A. Olszewskiej, prof. UM oraz Pani dr hab. n. farm. Moniki E. Czerwińskiej, 
którym pragnę złożyć najserdeczniejsze podziękowania za okazaną pomoc, cierpliwość oraz 
cenne uwagi i wskazówki merytoryczne, które wpłynęły na ostateczny kształt niniejszej 
dysertacji. 

Chciałabym podkreślić, że cykl eksperymentów wchodzących w skład prezentowanej 
rozprawy doktorskiej był pracą zespołową i bez pomocy wielu innych osób nie mógłby zostać 
zakończony pomyślnie. Dlatego dziękuję wszystkim pozostałym współautorom publikacji 
będących podstawą niniejszej rozprawy doktorskiej, w osobach Pana prof. dr hab. n. med. i n. 
o zdr. Sebastiana Granicy, Pani dr hab. n. biol. Joanny Kołodziejczyk-Czepas, prof. UŁ, Pani dr 
n. farm. Anny Marchelak, Pana dr n. farm. Piotra Michela, Pani dr n. farm. Aleksandry 
Owczarek, Pani mgr farm. Aleksandry Prokop, Pani dr n. farm. Magdaleny Rutkowskiej oraz 
Pani mgr Karoliny Skrobacz. 

Dziękuję również wszystkim pracownikom Katedry Farmakognozji Wydziału 
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Łodzi oraz Katedry Farmakognozji 
i Molekularnych Podstaw Fitoterapii (obecnie Zakład Biologii i Farmakognozji) 
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za pomoc i przyjazną atmosferę w pracy. 
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Publikacje naukowe będące podstawą rozprawy doktorskiej 

Poniżej przedstawiono wykaz oryginalnych publikacji naukowych stanowiących podstawę 

rozprawy doktorskiej pt. „Profil polifenolowy i aktywność biologiczna ekstraktów ze 

świeżych i suszonych owoców Prunus spinosa L. – analiza porównawcza”. Sumaryczny IF (ISI 

Journal Citation Reports) cyklu zgodny z rokiem opublikowania jest równy 15.069, natomiast 

punktacja MEiN2021 wynosi 380. 

 Publikacja I 

Magiera A., Czerwińska M.E., Owczarek A., Marchelak A., Granica S., Olszewska M.A. 

(2022). Polyphenol-enriched extracts of Prunus spinosa fruits: Anti-inflammatory and 

antioxidant effects in human immune cells ex vivo in relation to phytochemical 

profile. Molecules, 27(5), 1691, doi: 10.3390/ molecules27051691. 

IF2021 = 4.927, MEiN2021 = 140 

 Publikacja II 

Magiera A., Czerwińska M.E., Owczarek A., Marchelak A., Granica S., Olszewska M.A. 

(2022). Polyphenols and Maillard reaction products in dried Prunus spinosa fruits: 

Quality aspects and contribution to anti-inflammatory and antioxidant activity in 

human immune cells ex vivo. Molecules, 27(10), 3302, doi: 

10.3390/molecules27103302. 

IF2021 = 4.927, MEiN2021 = 140 

 Publikacja III  

Magiera A., Kołodziejczyk-Czepas J., Skrobacz K., Czerwińska M.E., Rutkowska M., 

Prokop A., Michel P., Olszewska M.A. (2022). Valorisation of the inhibitory potential 

of fresh and dried fruit extracts of Prunus spinosa L. towards carbohydrate 

hydrolysing enzymes, protein glycation, multiple oxidants and oxidative stress-

induced changes in human plasma constituents. Pharmaceuticals, 15(10), 1300, doi: 

10.3390/ph15101300. 

IF2021 = 5.215, MEiN2021 = 100 
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Wyniki badań prezentowane w ramach niniejszej dysertacji zostały także przedstawione 

w formie 4 komunikatów zjazdowych (3 posterów i 1 referatu ustnego) na krajowych 

i międzynarodowych sympozjach naukowych. 

 Magiera A., Czerwińska M.E., Kołodziejczyk-Czepas J., Olszewska M.A. Wielo-

kierunkowa aktywność świeżych i suszonych owoców Prunus spinosa L. – 

uwarunkowania fitochemiczne. V Krajowa Konferencja Naturalne Substancje 

Roślinne  – Aspekty Strukturalne i Aplikacyjne, Puławy (Polska), 2019, referat ustny. 

Referat został wyróżniony nagrodą dla autora najlepszej prezentacji. 

 Magiera A., Czerwińska M.E., Olszewska M.A. Analiza profilu polifenolowego 

ekstraktów ze świeżych i suszonych owoców Prunus spinosa L. oraz ocena ich wpływu 

na sekrecję wybranych czynników pro- i przeciwzapalnych. Kopernikańskie E-

Seminarium Doktoranckie, Toruń (Polska), 2020, poster. 

 Magiera A., Prokop A., Czerwińska M.E., Rutkowska M., Olszewska M.A. Evaluation of 

blackthorn (Prunus spinosa L.) fruits activities targeting management of diabetes and 

related complications using in vitro models. International Conference on Plant Systems 

Biology and Biotechnology (ICPSBB), Złote Piaski (Bułgaria), 2021, poster. 

 Magiera A., Czerwińska M.E., Olszewska M.A. In vitro anti-inflammatory activity of 

blackthorn (Prunus spinosa L.) fruits extracts in human immune cells. International 

Conference on Plant Systems Biology and Biotechnology (ICPSBB), Złote Piaski 

(Bułgaria), 2021, poster. 
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Wykaz skrótów 

3-NT 3-nitrotyrozyna (ang. 3-nitrotyrosine) 

ABTS kwas 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)  
(ang. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) 

AGEs zaawansowane produkty glikacji (ang. advanced glycation end-products) 

ASE przyspieszona ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika  
(ang. accelerated solvent extraction) 

BSA surowicza albumina bydlęca (ang. bovine serum albumin) 

BFD frakcja n-butanolu (ekstraktu metanolowo-wodnego) z owocu suszonego 
(ang. n-butanol fraction of dried fruit) 

BFF frakcja n-butanolu (ekstraktu metanolowo-wodnego) z owocu świeżego 
(ang. n-butanol fraction of fresh fruit) 

CDs choroby cywilizacyjne (ang. civilisation diseases) 

COSY spektroskopia korelacyjna (ang. correlation spectroscopy) 

DEFD frakcja eteru dietylowego (ekstraktu metanolowo-wodnego) z owocu 
suszonego (ang. diethylether fraction of dried fruit) 

DEFF frakcja eteru dietylowego (ekstraktu metanolowo-wodnego) z owocu 
świeżego (ang. diethylether fraction of fresh fruit) 

DPPH 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (ang. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

EAFD frakcja octanu etylu (ekstraktu metanolowo-wodnego) z owocu suszonego 
(ang. ethyl acetate fraction of dried fruit) 

EAFF frakcja octanu etylu (ekstraktu metanolowo-wodnego) z owocu świeżego 
(ang. ethyl acetate fraction of fresh fruit) 

IC50 stężenie inhibitora hamujące badany czynnik  w 50% (ang. half inhibitory 
concentration) 

ELA-2 elastaza typu 2 (ang. type 2 elastase) 

ELISA test immunoenzymosorpcyjny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) 

ESI-MS spektrometria mas z jonizacją typu elektrosprej (ang. electrospray 

ionization mass spectrometry) 

f-MLP N-formylometionylo-leucylo-fenyloalanina  

(ang. N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine) 

FRAP test zdolności do redukcji jonów żelaza Fe3+ (ang. ferric reducing 

antioxidant power assay) 

GAE ekwiwalenty kwasu galusowego (ang. gallic acid equivalents) 

H2O2 nadtlenek wodoru (ang. hydrogen peroxide) 

HClO kwas podchlorawy (ang. hypochlorous acid) 

HMBC heterojądrowa korelacja dalekiego zasięgu  

(ang. heteronuclear multiple bond coherence) 

HMF hydroksymetylofurfural (ang. hydroxymethylfurfural) 

HMQC heterojądrowa korelacja z detekcją przejść wielokwantowych 

(ang. heteronuclear multiple quantum coherence) 
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HO• rodnik hydroksylowy (ang. hydroxyl radical) 

ICAM-1 cząsteczka adhezji międzykomórkowej typu 1  
(ang. intercellular adhesion molecule 1) 

IL  interleukina (ang. interleukin) 

LPS lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide) 

MED ekstrakt metanolowo-wodny z owocu suszonego (75:25, v/v)  

(ang. methanol- water (75:25, v/v) extract of dried fruit) 

MEF ekstrakt metanolowo-wodny z owocu świeżego (75:25, v/v)  

(ang. methanol- water (75:25, v/v) extract of fresh fruit) 

MRPs produkty reakcji Maillarda (ang. Maillard reaction products) 

NBT błękit nitrotetrazoliowy (ang. nitrotetrazolium blue) 

NEAC nieenzymatyczna pojemność antyoksydacyjna osocza  

(ang. non-enzymatic antioxidant capacity of plasma) 

NF-κB jądrowy czynnik transkrypcyjny NF-κB  

(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

NO• tlenek azotu (ang. nitric oxide) 

NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego  

(ang. nuclear magnetic resonance) 

NRF2 jądrowy czynnik transkrypcyjny NRF2 

 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) 

O2
•‒ anionorodnik ponadtlenkowy (ang. superoxide anion radical) 

ONOO‒ nadtlenoazotyn (ang. peroxynitrite) 

ORAC zdolność do pochłaniania reaktywnych form tlenu/pojemność 

antyoksydacyjna (ang. oxygen radical absorbance capacity) 

PBMCs jednojądrzaste komórki krwi obwodowej (ang. peripheral blood 

mononuclear   cells) 

ROS reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species) 

SC50 stężenie analitu “zmiatające” ROS w 50% (ang. half scavenging 

concentration) 

s.m. sucha masa (ang. dw, dry weight) 

ś.m.  świeża masa (ang. fw, fresh weight) 

TBARS substancje reagujące z kwasem tiobarbiturowym  

(ang. thiobarbituric acid- reactive substances) 

TPC całkowita zawartość polifenoli (ang. total phenolic content) 

oznaczona metodą Folina-Ciocalteu’a (ang. Folin-Ciocalteu assay) 

TPH całkowita zawartość polifenoli oznaczona metodą HPLC-PDA 

(ang. total contents of polyphenolic compounds)   

TNF-α czynnik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor α) 

(U)HPLC-PDA (ultra)wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcją 

fotodiodową (ang. (ultra)-high-performance liquid chromatography 

with photodiode array detection) 
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VCAM-1 cząsteczka adhezji komórek naczyń typ 1 (ang. vascular cell 

adhesion molecule 1) 

WRD pozostałość wodna (ekstraktu metanolowo-wodnego) z owocu suszonego 
(ang. water residue of dried fruit) 

WRF pozostałość wodna (ekstraktu metanolowo-wodnego) z owocu świeżego 
(ang. water residue of fresh fruit) 
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Uzasadnienie podjętej tematyki badawczej 

Nieustannie zwiększające się zapotrzebowanie na zasoby systemu opieki zdrowotnej (tj. 

nakłady finansowe związane z diagnostyką, monitorowaniem i leczeniem pacjentów, 

dostępność do technologii medycznej i personelu medycznego) generuje stałą potrzebę 

implementacji skutecznej prewencji chorób, w szczególności tych, które określane są mianem 

chorób cywilizacyjnych (CDs)/przewlekłych. Termin ten odnosi się do powszechnie 

występujących schorzeń o zasięgu globalnym, których etiologia ściśle związana jest 

z negatywnymi skutkami życia w warunkach szybkiego rozwoju przemysłu i dynamicznej 

urbanizacji oraz z nieracjonalnym stylem życia (źle zbilansowaną, bogatą w wysoko 

przetworzoną żywność dietą, niewystarczającą aktywnością fizyczną, chronicznym stresem, 

czy nadużywaniem substancji psychoaktywnych). Do najczęściej wymienianych schorzeń 

w tej grupie zaliczają się zaburzenia metaboliczne (m.in. cukrzyca, otyłość), patologie układu 

krążenia (tj. nadciśnienie tętnicze, miażdżyca), choroby układu pokarmowego (np. choroba 

wrzodowa żołądka, nieswoiste zapalne choroby jelit), zaburzenia psychiczne (zwłaszcza 

depresja i zaburzenia lękowe), a także niektóre choroby nowotworowe (np. tytonio- 

i alkoholozależne). Jak wynika z szacunków Światowej Organizacji Zdrowia (WHO), CDs 

w 2019 r. były przyczyną 71% zgonów (41 mln osób), z czego prawie 40% stanowiły zgony 

przedwczesne (World Health Organization, 2022). W badaniach prowadzonych w ostatnich 

dekadach dowiedziono, iż patomechanizm większości chorób cywilizacyjnych i ich powikłań 

jest bardzo złożony, jednak w istotnym stopniu powiązany z chronicznym stresem 

oksydacyjnym, czyli utrzymującą się zaburzoną równowagą pomiędzy generacją 

rodnikowych i nierodnikowych reaktywnych form tlenu (ROS) a zdolnościami 

antyoksydacyjnymi organizmu. ROS wykazują wielokierunkowe, niszczące działanie wobec 

biocząsteczek funkcjonalnych. Doprowadzają m.in. do chemicznych modyfikacji 

(peroksydacji, agregacji, denaturacji) białek i lipidów, indukują też zmiany w strukturze DNA, 

prowadzące do efektów cytotoksycznych bądź mutacji. Co więcej, ROS stanowią również 

ważny element aktywacji komórkowych szlaków sygnałowych i czynników transkrypcyjnych 

zaangażowanych w powstawanie przewlekłego stanu zapalnego (Rani i wsp., 2016; Liguori 

i wsp., 2018). Podstawowa strategia terapeutyczna współczesnej medycyny zakłada, iż 

pojedyncza substancja aktywna trafia w cel, którym jest źródło choroby, doprowadzając do 

jego wyeliminowania. W farmakoterapii CDs w wielu przypadkach ten model postępowania 

leczniczego często się nie sprawdza, gdyż jak wzmiankowano powyżej ich mechanizmy 

patogenne są złożone i wiążą się z zaburzeniami homeostazy całego organizmu. Leczenie CDs 

obejmuje więc wiele celów farmakologicznych i oparte jest na zastosowaniu przynajmniej 

kilku środków leczniczych, co wymaga bardzo uważnej kontroli i naraża pacjenta na ryzyko 

wystąpienia niepożądanych reakcji polekowych. 

Uwzględniając zatem względy epidemiologiczne i ekonomiczne oraz niedoskonałość 

terapii lekami syntetycznymi, istnieje konieczność zwiększenia nacisku na profilaktykę 

opartą o racjonalne odżywianie oraz wysokiej jakości żywność, a także uzupełnienie 

konwencjonalnej farmakoterapii racjonalną fitoterapią. W tym aspekcie szczególne znaczenie 

ma poszerzenie wiedzy na temat prozdrowotnego działania surowców/substancji roślinnych 

stosowanych tradycyjnie w lecznictwie i żywieniu oraz udoskonalenie sposobów ich 

otrzymywania i przetwarzania (Roberfroid, 2000; Rani i wsp., 2016). Spośród dostępnych  
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substancji roślinnych szczególnie dużym zainteresowaniem w kontekście zastosowania 

w profilaktyce pierwotnej i wtórnej CDs cieszą się produkty bogate w polifenole (Cory i wsp., 

2018; Tresserra-Rimbau i wsp., 2018; Koch, 2019).  

Profilaktyczny i terapeutyczny wpływ polifenoli roślinnych na postęp CDs jest głównie 

związany z ich normalizująco-regulującym wpływem na procesy oksydacyjne i zapalne oraz 

zaburzenia metaboliczne zachodzące w żywych komórkach, stanowiące elementarne 

czynniki etiologiczne CDs. Plejotropowe właściwości farmakologiczne polifenoli są wynikiem 

złożoności ich mechanizmu działania, w tym zdolności do interferencji z szeregiem układów 

enzymatycznych, komórkowych szlaków sygnałowych, białek funkcjonalnych oraz wpływem 

na ekspresję genów w komórkach (Hussain i wsp., 2016; Tresserra-Rimbau i wsp., 2018; 

Koch, 2019). Związki polifenolowe wykazują także zdolność do bezpośredniej redukcji ROS, 

m.in. anionorodnika ponadtlenkowego (O2
•‒), nadtlenku wodoru (H2O2), rodnika 

hydroksylowego (HO•), kwasu podchlorawego (HClO), tlenku azotu (NO•) czy 

nadtlenoazotynu (ONOO‒). Hamują także aktywność enzymów biorących udział w tworzeniu 

ROS, m.in. oksydazy ksantynowej, oksydazy NADPH, mieloperoksydaz i syntazy tlenku azotu, 

jak również regulują aktywność białek (enzymatycznych i nieenzymatycznych) 

zaangażowanych w procesy oksydoredukcyjne. Równie znaczącym aspektem działania 

biologicznego polifenoli jest ich zdolność do modyfikacji funkcji komórek układu 

immunologicznego. Związki te mogą wpływać na sekrecję prozapalnych cytokin, m.in. 

interleukin (IL), w szczególności IL-1β, IL-6 i IL-8, czynnika nekrozy nowotworów (TNF-α), 

prozapalnych enzymów remodelujących składniki macierzy zewnątrzkomórkowej, m.in. 

neutrofilowej elastazy 2 (ELA2), prowadzących do eskalacji procesu zapalnego; jednocześnie 

mogą nasilać wydzielanie cytokin przeciwzapalnych, m.in. IL-10. Za kluczowy molekularny 

mechanizm działania polifenoli uważa się ich wpływ na ekspresję jądrowych czynników 

transkrypcyjnych, w tym głównie NF-κB, zaangażowanego w ekspresję genów dla 

prozapalnych cytokin i enzymów, białek ostrej fazy i cząsteczek adhezyjnych, oraz NRF2, 

regulatora ekspresji enzymatycznych i nieenzymatycznych białek endogennego systemu 

antyoksydacyjnego. Ponadto, związki polifenolowe mogą bezpośrednio hamować aktywność 

enzymów o działaniu prozapalnym, w tym cyklooksygenaz, fosfolipaz wydzielniczych, 

lipooksygenaz i hialuronidazy (Hussain i wsp., 2016; Yahfoufi i wsp., 2018). W kontekście 

profilaktyczno-leczniczym CDs duże znaczenie ma także regulujący wpływ polifenoli na 

metabolizm spożywanych węglowodanów, który jest m.in. wynikiem ich zdolności do 

inhibicji glikolitycznych enzymów trawiennych: α-amylazy i α-glukozydazy (Ombra i wsp., 

2018).  

Mając na uwadze złożoność procesów patologicznych odpowiedzialnych za rozwój CDs, 

wielość mechanizmów działania polifenoli roślinnych stoi za ich skutecznością w prewencji 

pierwotnej i wtórnej CDs. Spośród dostępnych substancji roślinnych bogatych w polifenole 

szczególnym zainteresowaniem cieszą się owoce, zwykle chętnie spożywane w postaci 

świeżej lub przetworzonej. Niektóre z nich znajdują także zastosowanie w medycynie 

tradycyjnej, co wskazuje na ich znaczny potencjał profilaktyczno-leczniczy. Jednakże, pomimo 

plejotropowego działania polifenoli wiadomym jest, iż nie każdy produkt roślinny bogaty 

w te związki wykazuje satysfakcjonującą efektywność terapeutyczną. Liczne badania 

pokazują, iż aktywność biologiczna frakcji polifenolowych surowców roślinnych jest 

uwarunkowana obecnością specyficznej palety związków w odpowiednich proporcjach. Stąd 

podstawą racjonalnego stosowania substancji roślinnych jest ich pełna charakterystyka – 
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wskazanie składników warunkujących aktywność, standaryzacja fitochemiczna, ustalenie 

mechanizmów działania, parametrów aktywności i właściwego dawkowania oraz 

wykluczenie toksyczności.  

Uwzględniając powyższe przesłanki, obiektem mojego zainteresowania i przedmiotem 

niniejszej rozprawy doktorskiej stał się owoc Prunus spinosa L. – surowiec polifenolowy, 

wymieniany w lecznictwie tradycyjnym, jako substancja o plejotropowych właściwościach 

biologicznych. 

P. spinosa L. (śliwa tarnina) jest ciernistym krzewem lub niewielkim drzewem należącym 

do rodziny Rosaceae, charakterystycznym dla flory Europy, północno-zachodniej Afryki 

i południowo-zachodniej Azji. Ponadto gatunek ten został naturalizowany na obszarze Nowej 

Zelandii i Tasmanii oraz w Ameryce Północnej (Rycina 1). Na terenie naszego kraju rośnie na 

obszarze całego niżu i w dolnych partiach górskich. Roślina spotykana jest głównie na 

brzegach lasów, skarpach, miedziach oraz słabo eksploatowanych łąkach czy pastwiskach. 

Tarnina pomimo tego, iż preferuje stanowiska nasłonecznione i ciepły klimat jest rośliną 

mrozo- i suszoodporną. Roślina najlepiej rozwija się w miejscach o glebach żyznych, 

próchniczych, mineralnych, o dużej zawartości wapnia i słabo zasadowym odczynie 

(Rumińska i Ożarowski, 1990; Poonam i wsp., 2011; Popescu i Caudullo, 2016).  

 

Rycina 1. Obszar występowania gatunku P. spinosa L. (źródło: 

https://www.cwrnl.nl/en/CWRnl-1/CWRbybotanicalname/Prunus-spinosa-L.-1.htm; 

dostęp: 26.07.2022) 

Śliwa tarnina dostarcza jadalnych owoców oraz szeregu innych substancji roślinnych 

(kwiatów, liści, owoców, młodych pędów, kory) cenionych z uwagi na walory terapeutyczne 

już od czasów starożytnych. Świeże owoce tarniny są spożywane głównie w formie 

przetworów (konfitur, soków, syropów, kompotów, nalewek, likierów i win), zawierających 

wartościowe składniki odżywcze, witaminy i minerały; z kolei suszone owoce wykorzystuje 

się do przygotowywania leczniczych herbat ziołowych. Zarówno świeże, jak i suszone owoce 

mają status tradycyjnej roślinnej substancji leczniczej (brak monografii farmakopealnej), 
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polecanej w terapii stanów zapalnych przewodu pokarmowego, pęcherza i dróg moczowych, 

biegunek, chorób metabolicznych, m.in. cukrzycy i otyłości, a także jako środek 

wspomagający pracę układu krążenia, w tym hipotensyjny. Doświadczenia etnomedycyny 

wskazują na różnice w aktywności owoców świeżych i suszonych – odwary z suszu 

wykorzystuje się głównie w terapii miejscowych stanów zapalnych przewodu pokarmowego, 

nieżytach żołądka i jelit oraz biegunkach, zaś owoce świeże w kierunkach o charakterze 

ogólnoustrojowym (Rumińska i Ożarowski, 1990; Kültür, 2007; Poonam i wsp., 2011; Alarcόn 

i wsp., 2015; Jarić i wsp., 2015).  

Mimo udokumentowanego zastosowania, do czasu opublikowania prac stanowiących 

niniejszą rozprawę, skład chemiczny owoców pozostawał rozpoznany jedynie 

fragmentarycznie, a kwestia ewentualnej zmiany składu w procesie suszenia nie była 

przedmiotem żadnych badań. Przyjmowano jednak, że główne składniki farmakologicznie 

aktywne owoców tarniny to polifenole, szczególnie antocyjany, ale także kwasy fenolowe 

i flawonoidy, które w większości zidentyfikowane były jedynie częściowo (Barros i wsp., 

2010; Guimarães i wsp., 2013; Jaiswal i wsp., 2013; Velickovic i wsp., 2014; Mikulic-

Petkovsek i wsp., 2016; Popović i wsp., 2020). Szczątkowe były także dane na temat 

aktywności biologicznej owoców tarniny. Wcześniejsze badania koncentrowały się głównie 

na ocenie aktywności przeciwutleniającej świeżych owoców tarniny, w większości 

z wykorzystaniem prostych, chemicznych testów in vitro, tj. DPPH, ABTS, FRAP, TBARS 

i ORAC, których wyniki trudno odnieść do warunków in vivo. Z drugiej strony sugerowały one 

wysoki potencjał antyoksydacyjny owoców, w tym ich istotną aktywność redukującą 

i zdolność do inhibicji oksydacji lipidów (modelowego kwasu linolenowego) (Barros i wsp., 

2010; Guimarães i wsp., 2013; Velickovic i wsp., 2014; Pinacho i wsp., 2015), co zachęcało do 

pogłębienia analiz, szczególnie, że w jedynym dostępnym dotychczas badaniu właściwości 

przeciwutleniających w modelu komórkowym (ludzkich promonocytów U937) wykazano 

istotne i zależne od dawki właściwości ochronne soku z owoców tarniny (zwiększoną 

przeżywalność) w warunkach stresu oksydacyjnego generowanego H2O2 (Fraternale i wsp., 

2009). W przypadku działania przeciwzapalnego jedynie Sabatini i wsp. (2020) oraz Tiboni 

i wsp. (2020) wykazali, że ekstrakt etanolowy z świeżych owoców tarniny może zwiększać 

poziom ekspresji miR-126 i miR-146a, a tym samym zmniejszać ekspresję prozapalnej 

cytokiny IL-6 i cząsteczek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1 w stymulowanych ludzkich 

komórkach śródbłonka (HUVEC). Brakowało jednak informacji na temat wpływu owoców 

tarniny na funkcje prozapalne i prooksydacyjne prawidłowych ludzkich komórek układu 

immunologicznego, których nadmierna aktywacja jest czynnikiem krytycznymi w procesach 

zapalnych in vivo, będących podłożem wielu jednostek chorobowych. Z kolei w kontekście 

aktywności przeciwcukrzycowej Popović i wsp. (2020) wykazali, że ekstrakty alkoholowe ze 

świeżych owoców tarniny mogą hamować działanie α-glukozydazy i α-amylazy. Przyglądając 

się bliżej wyżej przedstawionym, obiecującym doniesieniom naukowym postawiono 

hipotezę, że owoce tarniny mogą posiadać istotny potencjał prozdrowotny i przydatność do 

produkcji funkcjonalnych produktów żywnościowych lub preparatów terapeutycznych. 

Weryfikacja tej hipotezy wymagała jednakże rozszerzenia i uzupełnienia wcześniejszych 

badań.  
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Tabela 1. Charakterystyka botaniczna P. spinosa L. 

CECHY MORFOLOGICZNE 

POKRÓJ 

Tarnina to gęsto rozgałęziony, ciernisty (łac. spinosus – 

kolczasty, ciernisty), krzew lub małe drzewo 

o wysokości od 1 do 3 m (niekiedy do 8 m); tworzy 

liczne odrośla korzeniowe, powstałe na rozrastających 

się szeroko i płytko pod powierzchnią ziemi korzeniach, 

efektem czego roślina formuje gęste zarośla (tzw. 

czyżnie), będące miejscami lęgowymi dla ptaków 

i ssaków. 

 

PĘD I KORA 

Pęd główny o średnicy do 8 cm; młode pędy są 

szarobrązowe i kutnerowato owłosione, z czasem stają 

się gładkie, połyskujące i przyjmują zabarwienie 

oliwkowozielone lub ciemnobrązowe, często posiadają 

drobne, jasne punkty; pędy boczne są krótkie 

i prostopadle odstają od pędu głównego, zakończone 

długimi cierniami; pączki liściowe i kwiatowe są liczne, 

niewielkie, kształtu wąsko-jajowatego, osadzone 

pojedynczo lub po 2-3 obok siebie (skrajne pąki 

najczęściej są kwiatowe); łuski pąków z reguły 

orzęsione posiadają kolor brunatnoczerwony; kora 

barwy brunatnej, fioletowo nabiegła, na starszych 

pniach lekko spękana w wąskie pasma. 

 

 

LIŚĆIE 

Liście ułożone skrętolegle, pojedyncze, krótkoogon-

kowe (ogonki mają do 1,5 cm długości), u nasady 

ogonka znajdują się wąskie, owłosione przylistki 

o brzegu ząbkowanym; blaszki liściowe o dużej 

rozpiętości kształtów: lancetowate, szeroko-eliptyczne, 

podłużnie-eliptyczne lub odwrotnie-jajowate; brzeg 

pojedynczo lub podwójnie ostro piłkowano-ząbkowany; 

nasada klinowato zwężona; szczyt zaostrzony lub lekko 

stępiony; górna blaszka liściowa jest ciemnozielona, 

naga i matowa, natomiast blaszka dolna jest 

jasnozielona, owłosiona (w szczególności w okolicach 

nerwów); blaszka liściowa ma długość od 1,5 do 6,5 cm 

i szerokość od 1 do 3 cm. 
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KWIATY 

Kwiaty są pięciokrotne, średnicy 1,2-1,8 cm, osadzone 

na krótkich (do 9 mm długości), nagich, sztywnych, 

wzniesionych szypułkach, z reguły pojedynczo, rzadziej 

po dwa do pięciu; kielich składa się z pięciu 

nieodgiętych, jajowato-trójkątnych, na brzegu 

orzęsionych działek o długości do 2,5 mm; płatki 

korony jajowate lub podługowato-jajowate, długości 6-

8 mm, barwy białej; pręciki w liczbie około 20, długości 

4-6 mm, osadzone na białych nitkach, na końcu których 

usytuowane są żółte, pomarańczowe lub czerwone 

pylniki; słupek pojedynczy, dolny i nagi. Tarnina 

kwitnie między marcem a majem, kwiaty pojawiają się 

zwykle wcześniej niż liście, kwiaty tarniny są 

miododajne. 

 

 

OWOCE I NASIONA 

Owocem tarniny jest mały (o długości od 10 do 15 mm 

i szerokości od 8 do 12 mm), kulisty lub jajowaty 

pestkowiec (zwany tarką), posiadający sztywną, prosto 

wzniesioną, krótką szypułkę; barwa owocu jest 

granatowa niebieskoczarna lub sinoczarna z fioletowo-

niebieskim woskowym nalotem; miąższ jest zwarty, 

żółto-zielonkawy, cierpki i gorzkawy w smaku; 

wewnątrz owocu znajduje się zwykle silnie zrośnięta 

z miąższem, eliptyczna, jasnobrązowa lub żółtobrązowa 

pestka, długości ok. 10 mm, szerokości od 6 do 9 mm 

i grubości około 5 mm, z ostrym wierzchołkiem 

i zaokrągloną lub szpiczastą podstawą, na jej 

powierzchni znajdują się podłużne żeberka; nasiona 

kształtem przypominają migdał, są jasnobrązowe, 

długości 6 mm i szerokości 4 mm; owoc dojrzewa 

późnym latem (sierpień/wrzesień), pozostaje na 

gałęziach do późnej jesieni (listopad/grudzień). Do 

celów spożywczych owoce zbierane są w październiku/ 

listopadzie po pierwszych przymrozkach. 

 

 

 

 

Źródła zdjęć: Robert Vernon: https://treesandshrubsonline.org/articles/prunus/prunus-spinosa/ (dostęp: 

26.07.2022); Stefan Lefnaer: https://pl.wikipedia.org/wiki/%C5%9Aliwa_tarnina#/media/Plik: 

Prunus_spinosa_sl6.jpg (dostęp: 26.07.2022); Fernando Losada Rodríguez: https://pl.wikipedia.org/wiki/%C5%9 

Aliwa_tarnina#/media/Plik:Prunus_spinosa.001_-_Serra_de_Enci%C3%B1a_de_Lastra.JPG (dostęp: 26.07.2022); 

Kenraiz: https://pl.wikipedia.org/wiki/%C5%9Aliwa_tarnina#/media/Plik:Prunus_spinosa_leaf_kz1.jpg (dostęp: 

26.07.2022); Stefan Lefnaer: https://de.wikipedia.org/wiki/Schlehdorn#/media/Datei:Prunus_spinosa_sl2.jpg 

(dostęp: 10.08.2022); Summa: https://pixabay.com/pl/photos/tarnina-wiosna-kwiaty-bia%c5%82e-1236126/ 

(dostęp: 10.08.2022); Jhenning: https://pixabay.com/pl/photos/kwiaty-tarnina-wzrost-kwiat-7115492/ (dostęp: 

10.08.2022); Pavlofox: https://pixabay.com/pl/photos/tarnina-owoc-ga%c5%82%c4%85zka-1621554/ (dostęp: 

10.08.2022); Logga Wiggler: https://pixabay.com/pl/photos/tarnina-schlehdorn-%c5%9bliwka-spinosa-509753/ 

(dostęp: 10.08.2022); Hans: https://pixabay.com/pl/photos/tarnina-jagoda-niebieski-krzak-693938/ (dostęp: 

10.08.2022). 
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Według obecnych wymagań stawianych substancjom/preparatom roślinnym 

stosowanym w celach dietetycznych bądź farmaceutycznych, konieczne jest 

przeprowadzenie szczegółowej analizy ich składu chemicznego (ocena jakościowa 

i ilościowa) oraz standaryzacja przy pomocy odpowiednio dobranych i poddanych walidacji 

metod analitycznych. Równie istotnym aspektem badań materiału roślinnego jest dokonanie 

szczegółowej i kompleksowej analizy aktywności biologicznej z użyciem modeli in vitro 

komórkowych i bezkomórkowych, modeli zwierzęcych in vivo oraz badań klinicznych, celem 

dokładnego określenia skuteczności terapeutycznej i jednoznacznego zdefiniowania 

mechanizmów działania tejże substancji roślinnej i odpowiednich jej preparatów. Dokładna 

ocena obejmująca weryfikację fitochemiczną i farmakologiczną przekłada się na postać 

preparatu leczniczego/funkcjonalnego oraz umożliwia dobór odpowiedniego dawkowania, 

gwarantującego skuteczność i bezpieczeństwo terapii, w konsekwencji prowadząc do 

otrzymania wysokiej jakości produktu leczniczego lub dietetycznego. 

Uwzględniając powyższe przesłanki, prezentowana rozprawa doktorska stanowi 

pierwszy etap wieloaspektowego projektu badawczego, zmierzającego do pełnej 

charakterystyki świeżych i suszonych owoców P. spinosa, a także pochodnych 

ekstraktów/frakcji polifenolowych, jako potencjalnego składnika żywności 

funkcjonalnej/preparatów leczniczych o plejotropowym działaniu i potencjalnych cechach 

profilaktyczno-terapeutycznych wobec chorób cywilizacyjnych, takich jak choroby zapalne 

jelit oraz cukrzyca i jej powikłania naczyniowe. 
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Realizacja celu naukowego  

Celem niniejszej dysertacji była analiza porównawcza profilu fitochemicznego ekstraktów 

pozyskanych ze świeżych i suszonych owoców tarniny z identyfikacją składników aktywnych, 

a także porównanie potencjalnej aktywności przeciwutleniającej, przeciwzapalnej i przeciw-

cukrzycowej ekstraktów w kontekście profilaktyki i terapii chorób zapalnych jelit oraz 

cukrzycy i jej powikłań naczyniowych. 

Cel naukowy rozprawy został zrealizowany poprzez przeprowadzenie komplementarnych 

analiz fitochemicznych i aktywności biologicznej z wykorzystaniem szeregu komórkowych 

i bezkomórkowych modeli in vitro. Na plan badawczy składały się: 

1. Przygotowanie suchych ekstraktów/frakcji z świeżych i suszonych owoców P. spinosa oraz 

analiza ich profilu chemicznego, w tym: 

 standaryzacja jakościowa profilu polifenolowego (UHPLC–PDA–ESI–MS3) – Publikacje I 

i II, 

 ocena całkowitej zawartości związków polifenolowych i garbników (metody 

spektrofotometryczne); optymalizacja i rewalidacja metody HPLC-PDA-fingerprint analizy 

związków polifenolowych w badanym materiale roślinnym oraz ocena zawartości 

poszczególnych związków niskocząsteczkowych (kwasów fenolowych, aldehydów, 

antocyjanów i flawonoidów), a także ich sumy – Publikacje I i II, 

 izolacja i określenie struktury chemicznej składników niepolifenolowych, tj. produktów 

reakcji Maillarda (MRPs) powstających podczas suszenia (NMR, UHPLC–PDA–ESI–MS3); 

optymalizacja i rewalidacja metody HPLC-PDA-fingerprint analizy tych związków 

w badanym materiale roślinnym oraz ocena zawartości głównego składnika 

(hydroksymetylofurfuralu, HMF), a także sumy MRPs – Publikacja II, 

 wytypowanie związków modelowych dla dominujących grup składników świeżych 

i suszonych owoców do badań aktywności biologicznej – Publikacje I i II, 

 analiza porównawcza składu chemicznego owoców świeżych i suszonych – Publikacja II. 

2. Analiza in vitro aktywności biologicznej suchych ekstraktów/frakcji ze świeżych 

i suszonych owoców P. spinosa oraz związków modelowych, w tym: 

 ocena wpływu analitów na prooksydacyjne i prozapalne funkcje neutrofili 

(stymulowanych f-MLP/LPS/f-MLP+cytochalazyną B), tj. generowanie ROS w procesie 

wybuchu tlenowego oraz sekrecję enzymu prozapalnego ELA-2 i cytokin prozapalnych 

(IL-8, TNF-α) – Publikacje I i II, 

 ocena wpływu analitów na pro- i przeciwzapalne funkcje jednojądrzastych komórek krwi 

obwodowej (PBMCs) po stymulacji LPS, w tym uwalnianie cytokin prozapalnych (IL-6 

i TNF-α) i przeciwzapalnych (IL-10) – Publikacje I i II, 

 weryfikacja zdolności analitów do bezpośredniego hamowania enzymów związanych 
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z trawieniem węglowodanów (α-glukozydazy i α-amylazy) – Publikacja III, 

 weryfikacja zdolności analitów do zmiatania ROS generowanych in vivo, tj. H2O2, O2•‒, HO•, 

NO• i HClO – Publikacja III, 

 ocena zdolności analitów do hamowania nieenzymatycznej glikacji białek – Publikacja III, 

 ocena działania ochronnego analitów w stosunku do białkowych i lipidowych składników 

ludzkiego osocza w warunkach stresu oksydacyjnego indukowanego ONOO‒, w tym 

oznaczenie biomarkerów nitrowania białek (3-NT) i peroksydacji lipidów (TBARS) oraz 

analiza wpływu analitów na całkowitą pojemność antyoksydacyjną osocza (NEAC) – 

Publikacja III. 

 analiza porównawcza aktywności biologicznej świeżych i suszonych owoców – Publikacja 

I, II i III. 

3. Analiza in vitro bezpieczeństwa komórkowego (potencjalnej cytotoksyczności) suchych 

ekstraktów/frakcji z świeżych i suszonych owoców P. spinosa oraz związków 

modelowych: 

 testy przeżywalności neutrofilii i PBMCs z analizą porównawczą wpływu świeżych 

i suszonych owoców – Publikacja I i II. 

 

 

Rycina 2. Ogólny schemat przeprowadzonych badań. 

 

Analiza fitochemiczna, weryfikacja aktywności 

antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej oraz ocena 

cytotoksyczności w modelach ludzkich neutrofilii i PBMCs 

PUBLIKACJA I 

ekstrakty/frakcje  

z świeżego owocu 

 

PUBLIKACJA II 

ekstrakty/frakcje  

z suszonego owocu 

 

 analiza jakościowego i ilościowego profilu chemicznego suchych 

ekstraktów/frakcji 

 ocena zdolności suchych ekstraktów/frakcji i ich modelowych 

związków czynnych do hamowania sekrecji ROS i ELA-2 oraz 

modulacji wydzielania cytokin pro- i przeciwzapalnych (IL-6, IL-8, 

TNF-α, IL-10) 

 ocena cytotoksyczności suchych ekstraktów/frakcji i ich modelowych 

związków czynnych 

 
 analiza porównawcza składu 

chemicznego, aktywności 

biologicznej i cytotoksyczności 

świeżych i suszonych owoców  

 

Weryfikacja aktywności przeciwcukrzycowej i pogłębiona 

ocena aktywności antyoksydacyjnej w modelach chemicznych 

oraz ludzkiego osocza 

PUBLIKACJA III 

ekstrakty/frakcje  

z świeżego i suszonego 

owocu 

 

 analiza aktywności przeciwcukrzycowej w testach inhibicji 

enzymów glikolitycznych (α-glukozydazy i α-amylazy) suchych 

ekstraktów/frakcji i ich modelowych związków czynnych 

 ocena zdolności suchych ekstraktów/frakcji i ich modelowych 

związków czynnych do zmniejszania tworzenia AGEs 

 ocena aktywności antyoksydacyjnej suchych ekstraktów/frakcji 

oraz ich modelowych związków czynnych wzgldem oksydantów 

generowanych in vivo (H2O2, O2
•‒, HO•, NO• i HClO) 

 analiza aktywności antyoksydacyjnej suchych ekstraktów/frakcji i 

ich modelowych związków czynnych w modelu biologicznym – 

ocena efektu ochronnego analitów w stosunku do białkowych i 

lipidowych składników ludzkiego osocza w warunkach stresu 

oksydacyjnego (oznaczenie biomarkerów nitrowania białek i 

peroksydacji lipidów) oraz analiza wpływu na całkowitą pojemność 

antyoksydacyjną osocza  
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Część doświadczalna 

1. Materiał roślinny i przygotowanie ekstraktów/frakcji 

Wyjściowym materiałem badawczym wykorzystanym do analiz składu chemicznego oraz 

oceny parametrów aktywności biologicznej były dojrzałe owoce P. spinosa, które zebrano 

w październiku 2018 r. z krzewów naturalnie rosnących w Krasnobrodzie (w pobliżu 

Roztoczańskiego Parku Narodowego). Optymalny czas pozyskania owoców został 

wytypowany na podstawie zaleceń medycyny tradycyjnej, która sugeruje, że do sporządzania 

przetworów leczniczych i spożywczych zbiera się surowiec w stanie dojrzałym 

w październiku/listopadzie po pierwszych przymrozkach. Tożsamość taksonomiczna 

materiału roślinnego została potwierdzona przez dr hab. n. farm. Monikę A. Olszewską, prof. 

UM.  

Po zbiorze surowiec podzielono na dwie części; pierwszą część poddano suszeniu 

w warunkach typowych dla produkcji ziołowych produktów leczniczych (suszenie 

konwekcyjne w temperaturze nie wyższej niż 60°C), z kolei drugą część surowca stanowiły 

nieprzetworzone owoce świeże. Z obu partii materiału roślinnego w pierwszym etapie 

przygotowano niezależne ekstrakty metanolowo-wodne (75:25, v/v). Następnie, mając na 

celu szczegółowe poznanie profilu chemicznego oraz dokładną identyfikację związków/grup 

związków odpowiedzialnych za weryfikowane kierunki aktywności biologicznej, a także 

uwzględniając, iż coraz częściej składnikami fitofarmaceutyków i żywności funkcjonalnej są 

ekstrakty/frakcje wysoko skoncentrowane, wyjściowe wyciągi metanolowo-wodne poddano 

frakcjonowanej ekstrakcji rozpuszczalnikami o wzrastającej polarności (eter dietylowy, octan 

etylu, n-butanol), uzyskując niezależne wzbogacone frakcje oraz pozostałość wodną. Do 

celów izolacji MRPs z suszonych owoców sporządzono odrębny ekstrakt metanolowo-wodny 

(75:25, v/v), z którego przygotowano wyłącznie frakcję octanu etylu. Szczegółowy opis 

dotyczący obróbki materiału roślinnego oraz metod ekstrakcji/frakcjonowania i izolacji 

zamieszczono w Publikacjach I i II. 

2. Metodyka badań 

2.1. Analiza profilu chemicznego 

Standaryzację jakościową przeprowadzono metodą UHPLC-PDA-ESI-MS3 

z wykorzystaniem chromatografu sprzężonego ze spektrometrem mas typu pułapki jonowej. 

Piki polifenoli zidentyfikowano z wykorzystaniem bazy literaturowej oraz kolekcji wzorców 

Katedry Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Łodzi, w tym wyizolowanych z kwiatów 

i liści tarniny (Olszewska i Wolbiś, 2001; Olszewska i Wolbiś, 2002a; Olszewska i Wolbiś, 

2002b; Owczarek i wsp., 2017; Marchelak i wsp., 2020); MRPs wstępnie zidentyfikowano 

strukturalnie z wykorzystaniem bazy literaturowej.  

Izolację MRPs przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografii preparatywnej HPLC-

PDA, z kolei struktury wyizolowanych i oczyszczonych związków szczegółowo określono 

metodami spektroskopowymi (1H NMR, 13C NMR, COSY, HMBC, HMQC). 

Standaryzacja ilościowa objęła m.in. oznaczenie całkowitej zawartości polifenoli metodą 

Folina Ciocalteu’a (wg Marchelak i wsp., 2017) oraz całkowitej zawartości garbników metodą 

HCl+wanilina (wg Sun i wsp., 1998). Ponadto, zawartość indywidualnych polifenoli i MRPs, 
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a także ich sumy, określono wg procedury opracowanej wcześniej dla kwiatów tarniny 

(Marchelak i wsp., 2020) i zrewalidowanej w zakresie składników typowych dla owoców. 

Dokładną charakterystykę zastosowanych metod, odczynników, aparatury i warunków 

analiz przedstawiono w Publikacjach I i II. 

2.2. Analiza in vitro aktywności biologicznej w modelach komórkowych 
i bezkomórkowych 

Komórkową aktywność antyoksydacyjną i przeciwzapalną analitów (ekstraktów, frakcji 

i substancji wzorcowych) badano w modelu ludzkich neutrofilii i jednojądrzastych komórek 

krwi obwodowej (PBMCs). Ww. komórki układu immunologicznego były izolowane w 2019 r. 

(niewymagana zgoda Komisji Bioetycznej) przez sedymentację dekstranem, hipotoniczną lizę 

erytrocytów i wirowanie w gradiencie Ficoll-Hypaque z kożuszków leukocytarno-płytkowych 

uzyskanych komercyjnie w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKK) 

w Warszawie, jak opisano wcześniej (Michel i wsp., 2019; Olszewska i wsp., 2020). Zdolność 

do zmniejszania wytwarzania ROS przez neutrofile stymulowane f-MLP (N-formylo-

metionylo-leucylo-fenylo-alaniną) analizowano metodą chemiluminescencyjną 

z zastosowaniem luminolu jako luminoforu (wg Michel i wsp., 2019). Wpływ na hamowanie 

uwalniania prozapalnego enzymu elastazy (ELA-2) przez stymulowane f-MLP+cytochalazyną 

B neutrofile badano spektrofotometrycznie poprzez monitorowanie poziomu p-nitrofenolu 

powstałego z substratu, którym był N-sukcynylo-alanino-alanino-walinino-p-nitroanilid, wg 

zmodyfikowanej, wcześniej opublikowanej procedury (Michel i wsp., 2019). Wpływ analitów 

na wydzielanie IL-8 i TNF-α przez neutrofile stymulowane LPS oraz wpływ na sekrecję IL-6, 

TNF-α i IL-10 przez PBMCs stymulowane LPS analizowano metodami 

immunoenzymatycznymi (ELISA) z wykorzystaniem testów komercyjnych (Publikacje I i II). 

Potencjalne działanie przeciwcukrzycowe zweryfikowano w testach inhibicji enzymów 

glikolitycznych (α-glukozydazy i α-amylazy) oraz w teście zahamowania tworzenia 

zaawansowanych produktów glikacji (AGEs). Zdolność do inhibicji α-glukozydazy została 

sprawdzona w oparciu o spektrofotometryczny pomiar poziomu p-nitrofenolu jako produktu 

powstałego z α–D–glukopiranozydu-p-nitrofenolu na skutek działania enzymu. Z kolei 

aktywność hamującą α-amylazę oceniono metodą fluorescencyjną (wg Truba i wsp., 2020) 

przy użyciu komercyjnego zestawu EnzChek™ Ultra Amylase Assay Kit. Metoda ta opierała się 

na pomiarze fluorescencyjnych produktów powstałych po hydrolitycznym rozszczepieniu 

przez enzym substratu skrobiowego DQTM (znakowanego barwnikiem BODIPY® FL 

o wygaszonej fluorescencji). Wpływ analitów na nieenzymatyczną glikację białek 

sprawdzony został wg Rutkowskiej i wsp. (2021) przez fluorymetryczne oznaczenie poziomu 

AGEs w środowisku surowiczej albuminy bydlęcej (BSA) i fruktozy (Publikacja III). 

Zweryfikowano również aktywność antyoksydacyjną analitów wobec najważniejszych 

niskocząsteczkowych ROS odpowiadających in vivo za generowanie stresu oksydacyjnego 

i jego konsekwencji funkcjonalnych, w tym m.in. powikłań naczyniowych cukrzycy, tj. O2•‒, 

H2O2, NO•, HClO i HO• – badania prowadzono przy pomocy zmodyfikowanych 

spektro/fluorymetrycznych metod in vitro. Zdolność do zmiatania O2
•‒ oceniono poprzez 

pomiar stężenia zredukowanych form błękitu nitrotetrazoliowego (NBT) wytworzonych 

w reakcji NBT z O2•‒, powstałym w reakcji oksydazy ksantynowej z ksantyną (wg Granica 

i wsp. 2013). Zdolność do wychwytywania H2O2 analizowano w teście tworzenia 
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chinonoiminy w obecności peroksydazy chrzanowej, katalizującej reakcję fenolu, 4-

aminoantypiryny i H2O2 (wg Fernando i Soysa, 2015). Zdolność do zmiatania NO• oceniono 

poprzez pomiar poziomu triazofluoresceiny powstałej w wyniku reakcji 4,5-diamino-

fluoresceiny z NO• (wg Czerwińska i wsp., 2012). Efekt zmiatania HOCl określono poprzez 

zbadanie poziomu kwasu 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowego, będącego produktem utleniania 

kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego w obecności HClO (wg Czerwińska i wsp., 2012). Zdolność 

do zmiatania HO• analizowano przez ocenę poziomu dihydroksypochodnych kwasu 

benzoesowego, powstałych w reakcji kwasu salicylowego z HO•, generowanego w reakcji 

nadtlenku wodoru i jonów żelaza (II) (wg Fu i wsp., 2014) (Publikacja III).  

Efekt protekcyjny badanych analitów w stosunku do składników ludzkiego osocza 

w warunkach stresu oksydacyjnego indukowanego ONOO‒ weryfikowano spektro/fluoryme-

trycznie i immunoenzymatycznie. Analizowano wpływ analitów na poziomy biomarkerów 

stresu oksydacyjnego powstające w wyniku uszkodzeń białek i lipidów osocza, tj. poziom 3-

nitro-tyrozyny (3-NT) wg Olas i wsp. (2006) oraz poziom substancji reagujących z kwasem 

tiobarbiturowym (TBARS) wg Gay i Gebicki (2000) i Kołodziejczyk-Czepas i wsp. (2011, 

2017). Ponadto sprawdzono wpływ analitów na nieenzymatyczną pojemność 

antyoksydacyjną osocza (NEAC) mierząc zdolność osocza do redukcji jonów żelaza (III) 

(metodą FRAP) wg Kołodziejczyk-Czepas i wsp. (2014) (Publikacja  III).  

Bezpieczeństwo komórkowe (potencjalną cytotoksyczność) analitów wobec neutrofili 

i PBMCs analizowano cytometrycznie oceniając przeżywalność ww. komórek metodą 

barwienia jodkiem propidyny kwasów nukleinowych uwolnionych z uszkodzonych jąder 

martwych komórek (Publikacja I i II).  

Badania w modelach bezkomórkowych były prowadzone w min. 5 stężeniach 

ekstraktów/frakcji z wyznaczeniem wartości IC50/SC50. Badania w modelach biologicznych 

wykonano w min. 3 stężeniach ekstraktów/frakcji w zakresie 1-100 µg/mL, obejmujących 

zarówno zakresy fizjologiczne dla polifenoli w osoczu (1-5 µg/mL), jak i wyższe w celu 

uchwycenia wszystkich możliwych efektów działania. Wszystkim testom aktywności 

poddano także związki modelowe dla dominujących grup składników owoców tarniny (kwas 

chlorogenowy dla fenolokwasów; kwercetynę i izokwercytrynę, tj. 3-O-glukozyd kwercetyny, 

dla flawonoidów; 3-O-glukozyd cyjanidyny dla antocyjanów; procyjanidynę B2 dla 

procyjanidyn i garbników; oraz 5-hydroksymetylofurfural dla MRPs). Ponadto, w testach 

aktywności biologicznej stosowano kontrolę pozytywną w postaci substancji referencyjnych 

o odpowiednim typie działania, stosowanych jako komponenty aktywne produktów 

leczniczych, tj. akarabozę (lek diabetologiczny), kwas askorbinowy (przeciwutleniacz) oraz 

deksametazon (glikokortykosteroid o działaniu przeciwzapalnym) (Publikacje I, II, III). 

2.3. Ocena statystyczna wyników 

Wyniki uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej były weryfikowane pod kątem 

istotności statystycznej różnic i korelacji na poziomie istotności min. α = 0.05 przy pomocy 

programu Statistica13Pl (StatSoft). Szczegółowe informacje odnoszące się do zastosowanych 

testów statystycznych przedstawiono w załączonych publikacjach (Publikacje I, II, III).  



24 

 

 

  



25 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Wyniki i dyskusja 
 

 

Realizacja celów naukowych – wyniki i dyskusja 

1. Analiza profilu chemicznego suchych ekstraktów uzyskanych ze świeżych 
i suszonych owoców P. spinosa 

Na podstawie wstępnych analiz optymalizacyjnych (doboru właściwych ekstrahentów) 

oraz uwzględniając wyniki wcześniejszych badań dotyczących owoców P. spinosa (Barros 

i wsp., 2010; Guimarães i wsp., 2013; Mikulic-Petkovsek i wsp., 2016), do badań 

fitochemicznych i aktywności biologicznej z materiału świeżego i suszonego przygotowano 

niezależnie wyjściowe ekstrakty metanolowo-wodne (75:25, v/v), a następnie, stosując 

ekstrakcję frakcjonowaną, także ich frakcje octanu etylu, eteru dietylowego i n-butanolu. 

Liczne publikacje naukowe wskazują, że frakcjonowana ekstrakcja rozpuszczalnikami 

o różnej polarności pozwala na przygotowanie frakcji wzbogaconych w poszczególne 

związki/grupy związków, a tym samym ułatwia z jednej strony identyfikację jakościową 

składników obecnych w surowcu, z drugiej zaś umożliwia ocenę wpływu poszczególnych 

komponentów na działanie farmakologiczne surowca (Marchelak i wsp., 2017; Olszewska 

i wsp., 2020; Rutkowska i wsp. 2021).  

Przeprowadzona w ramach niniejszej dysertacji szczegółowa analiza jakościowa LC-PDA-

ESI-MS3, umożliwiła identyfikację po raz pierwszy składników obecnych w suszonych 

owocach, a ponadto znacznie zwiększyła wiedzę na temat związków czynnych świeżych 

owoców tarniny. Dzięki koncentracji analitów i dysponowaniu szeroką paletą substancji 

wzorcowych określono strukturę łącznie 57 i 45 składników polifenolowych, odpowiednio 

w świeżym i suszonym materiale roślinnym. Pośród zidentyfikowanych polifenoli znajdowały 

się kwasy fenolowe, pochodne kwasów kawoilo- i feruilochinowego, kawoiloszikimowego, 

benzoesowego i cynamonowego; glikozydy flawonolowe, w tym rzadko występujące 

w przyrodzie mono- i dipentozydy kwercetyny i kemferolu; jak również antocyjaniny, 

glikozydy cyjanidyny i peonidyny). Sumarycznie udało się wykryć 35 nowych związków 

polifenolowych dla owoców tarniny, wnosząc tym samym istotną nowość w zakresie 

fitochemii tego surowca. Generalnie, suszone owoce charakteryzowały się mniejszą 

różnorodnością w obrębie składników polifenolowych niż owoce świeże – podczas obróbki 

termicznej doszło do utraty 19 składników i pojawienia się tylko 7. Polifenole uległy 

całkowitemu lub częściowemu rozkładowi w wyniku, m.in., rozszczepienia wiązań 

glikozydowych, izomeryzacji, depolimeryzacji, czy oksydacyjnego sprzęgania.  

W przypadku świeżych owoców, całkowita zawartość polifenoli w ekstraktach/frakcjach 

mieściła się w zakresie 64,6–126,5 mg GAE/g s.m. w oznaczeniach wykonanych metodą 

Folina–Ciocalteu (TPC) oraz 6,1–104,0 mg/g s.m. w pomiarach przeprowadzonych techniką 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (TPH). Z kolei w ekstraktach/frakcjach 

uzyskanych z suszonych owoców TPC wyniosło 26,8−124,0 mg GAE/g s.m., natomiast TPH 

oscylowało w przedziale 9,6−109,1 mg/g s.m. Niniejsze badania wykazały po raz pierwszy, że 

owoce tarniny suszone w warunkach typowych dla produkcji leków ziołowych zawierają 

niższe poziomy wszystkich rodzajów polifenoli w porównaniu ze świeżymi owocami. 

Najbardziej dramatycznie zmieniły się zawartości antocyjanów i proantocyjanidyn, a ich 

łączny poziom w suszu spadł, odpowiednio, o prawie 100% i 76%. Niemniej jednak, 

oznaczone poziomy TPC w świeżych (1,37 g GAE/100 g ś.m.) oraz suszonych owocach tarniny 

(0,55 g/100 g ś.m.) były porównywalne lub przekroczyły wartości TPC podawane 

literaturowo dla innych owoców cenionych ze względu na właściwości prozdrowotne 
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w kontekście chorób cywilizacyjnych, jak np. żurawina (0,45 g/100 g), czarne jagody (0,13 g/ 

100 g), czy aronia (ok. 1,01 g/100 g) (Mikulic-Petkovsek i wsp., 2012). 

Głównymi składnikami wyjściowego ekstraktu metanolowo-wodnego otrzymanego ze 

świeżego materiału roślinnego (MEF), a tym samym głównymi polifenolami świeżych 

owoców, były garbniki (skondensowane procyjanidyny), a następnie kwasy fenolowe, 

antocyjany i flawonoidy. Z kolei w ekstrakcie metanolowo-wodnym uzyskanym z suszonych 

owoców (MED) głównymi związkami były kwasy fenolowe i garbniki, następnie flawonoidy, 

natomiast antocyjany znajdowały się poniżej granic wykrywalności (LOD). Podział MEF 

pomiędzy rozpuszczalniki o różnej polarności doprowadził do skoncentrowania antocyjanów 

we frakcji n-butanolu (BFF), flawonoidów głównie we frakcji eteru dietylowego (DEFF), 

kwasów fenolowych we frakcjach octanu etylu (EAFF) i DEFF, zaś garbników w pozostałości 

wodnej (WRF). Z kolei frakcjonowanie MED przyczyniło się do koncentracji kwasów 

fenolowych we frakcjach eteru dietylowego (DEFD), octanu etylu (EAFD) i n-butanolu (BFD), 

garbników w pozostałości wodnej (WRD), a flawonoidów głównie w DEFD. Antocyjany 

znaleziono w śladowych ilościach tylko w BFD. 

Suszone owoce tarniny charakteryzowały się także obecnością trzech MPRs powstałych 

w wyniku reakcji Maillarda, w tym 3-hydroksy-2,3-dihydromaltolu, 5-

hydroksymetylofurfuralu (HMF) i (5-hydroksymetylofur-2-ylo)-metoksymetanolu. Dwa 

ostatnie związki musiały zostać wyizolowane w celu przeprowadzenia identyfikacji 

strukturalnej. Wszystkie MRPs zostały po raz pierwszy wykryte w owocach P. spinosa, lecz 

wcześniej zidentyfikowano je w wielu udomowionych gatunkach Prunus (Madrau i wsp., 

2010). MRPs występują także powszechnie w innych produktach spożywczych, tj. różnych 

suszonych owocach, sokach owocowych, kawie, miodach, czy produktach piekarniczych. 

Z uwagi na potencjalną wysoką ekspozycję na te związki oraz niepokojące wyniki wstępnych 

badań toksykologicznych (w modelach komórkowych oraz zwierzęcych), które 

sygnalizowały, iż MRPs mogą charakteryzować się działaniem hepato-, nefro-, cyto- 

i genotoksycznym (Abraham i wsp., 2011; Pastoriza de la Cueva i wsp., 2017; Choudhary 

i wsp., 2021), zalecane jest, by ich zawartość w przetworzonej żywności była monitorowana. 

W związku z tym, w ramach niniejszej pracy doktorskiej określono zawartość ww. 

składników w suszonych owocach tarniny przy pomocy metody HPLC-PDA (zrewalidowanej 

metody wg. Marchelak i wsp., 2020, wykorzystywanej także do analizy zawartości polifenoli 

w badanym materiale). Zawartość MRPs w owocach tarniny wynosiła 460 mg/kg s.m., co 

mieściło się w dolnym przedziale szerokiego zakresu 1-2200 mg/kg s.m., raportowanego 

w literaturze dla innych, powszechnie spożywanych suszonych owoców, uznawanych za 

bezpieczne, takich jak jabłka, morele, daktyle czy śliwki (Murkovic i Pichler, 2006; Madrau 

i wsp., 2010; Shapla i wsp., 2018).  

2. Analiza in vitro aktywności biologicznej suchych ekstraktów ze świeżych 
i suszonych owoców P. spinosa  

Mając na uwadze, że świeże i suszone owoce tarniny posiadają status tradycyjnej roślinnej 

substancji leczniczej, polecanej w terapii stanów zapalnych przewodu pokarmowego 

(Alarcόn i wsp., 2015), a także uwzględniając krytyczną rolę, jaką przypisuje się komórkom 

układu immunologicznego, tj. neutrofilom i PBMCs, w patogenezie i progresji chorób 

zapalnych przewodu pokarmowego, w tym chronicznych, nieswoistych zapaleń jelit (Zhang 
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i wsp., 2018), w pierwszym etapie badań aktywności biologicznej oceniono wpływ 

ekstraktów z owoców tarniny oraz związków modelowych na sekrecję przez neutrofile 

i PBMCs wybranych, kluczowych mediatorów stanu zapalnego, tj. ROS, ELA-2, TNF-α, IL-8, IL-

6 i IL-10. Otrzymane wyniki dla poszczególnych ekstraktów/frakcji uzyskanych zarówno 

z owocu świeżego, jak i suszonego, a także efekty zaobserwowane dla modelowych związków 

polifenolowych oraz przeprowadzone analizy korelacji, wyraźnie wskazywały na związek 

pomiędzy aktywnością ekstraktów/frakcji a zawartością polifenoli. Zasadniczo najbardziej 

aktywnymi analitami były frakcje eteru dietylowego (DEFF, DEFD) i octanu etylu (EAFF, 

EAFD) o najwyższych wartościach TPC i TPH, wzbogacone w kwasy fenolowe i flawonoidy. 

Wysoką skutecznością odznaczała się także frakcja n-butanolu z owocu świeżego (BFF), która 

charakteryzowała się najwyższą zawartością antocyjanów. Badane ekstrakty/frakcje 

najskuteczniej hamowały sekrecję ROS, prozapalnych ELA-2 i TNF-α oraz nasilały 

wydzielanie przeciwzapalnej IL-10. Tytułem przykładu: wszystkie ekstrakty/frakcje, 

uzyskane zarówno z owocu świeżego, jak i suszonego, obniżały poziom ROS przynajmniej 

o 69% w stężeniu 100 μg/mL, zaś DEFF, DEFD, EAFF i EAFD o co najmniej 93% przy 

100 μg/mL i 43% przy 2,5 μg/mL. W teście inhibicji sekrecji ELA-2, podobnie, wszystkie 

badane anality cechowały się wysoką skutecznością, przy czym najbardziej aktywne frakcje 

(DEFF, DEFD, EAFF, EAFD i BFF) zmniejszały produkcję ELA-2 o 38-58% już w stężeniu 5 

μg/mL. W przypadku hamowania wydzielania TNF-α najwyraźniejsze efekty zaobserwowano 

dla ekstraktów/frakcji badanych w stężeniach 50-100 μg/mL, przy czym najskuteczniejsze 

anality (DEFF, DEFD, EAFF, EAFD i BFF) w stężeniu 100 μg/mL obniżały sekrecję tego 

czynnika o 35-75%. Frakcje DEFF, DEFD, EAFF i EAFD w stężeniu 100 μg/mL nasilały także 

wytwarzanie przeciwzapalnej IL-10 o 20-50%. Jak pokazują przedstawione wyniki, badane 

ekstrakty/frakcje charakteryzowały się bardzo wysoką skutecznością modulacji wydzielania 

mediatorów stanu zapalnego, zarówno w stężeniach 1–5 µg/mL, które są nominalnie 

osiągalne w osoczu, jak i tych występujących w przewodzie pokarmowym (25–100 µg/mL) 

po podaniu doustnym bogatych w polifenole produktów (Scalbert i Williamson, 2000; 

Manach i wsp., 2005), można zatem oczekiwać, iż mogą one łagodzić stan zapalny zarówno 

ogólnoustrojowo, jak i lokalnie w przewodzie pokarmowym. Generalnie, ekstrakty/frakcje 

uzyskane z suszonych owoców wykazywały nieco mniejszą aktywność niż te z owoców 

świeżych. Analiza uzyskanych efektów wskazuje, iż kluczowe znaczenie dla osłabienia 

działania ekstraktów/frakcji suszonych owoców miała degradacja antocyjanów 

i zmniejszenie stężenia garbników. Na przykład w testach wydzielania ROS i TNF-α przez 

neutrofile ekstrakty/frakcje, w których zawartość antocyjanów i garbników zmniejszyła się 

najbardziej były, odpowiednio, do 19% i 21% mniej aktywne w porównaniu do 

odpowiednich frakcji świeżych owoców. Z drugiej strony, częściowa degradacja flawonoidów 

była prawdopodobnie odpowiedzialna za słabsze działanie frakcji pozbawionych 

antocyjanów i procyjanidyn. Na przykład spadek zawartości flawonoidów w DEFD 

w porównaniu z DEFF skutkowało słabszą stymulacją produkcji IL-10 w PBMCs. Jednakże 

stwierdzone różnice w aktywnościach pomiędzy ekstraktami z owoców suszonych i świeżych 

nie były krytyczne, a suszony materiał roślinny zachował zdolność do istotnego modulowania 

odpowiedzi zapalnej w obydwu typach komórek odpornościowych.  

Po raz pierwszy oceniono także wpływ HMF (przedstawiciel MRPs obecnych w suszonych 

owocach) na funkcje prozapalne i prooksydacyjne ludzkich neutrofili i PBMCs. Dostępne dane 

literaturowe sugerują, iż poza wcześniej wspomnianymi efektami toksycznymi, HMF posiada 
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także słabe właściwości antyoksydacyjne oraz znaczącą aktywność przeciwzapalną, które 

jednak udokumentowano, jak dotąd, wyłącznie na modelach komórek zwierzęcych (Kong 

i wsp., 2019; Uchida i wsp., 2020). W ramach prezentowanej dysertacji, wykazano, iż ww. 

związek w stężeniach 5-50 µM (0,63-6,3 μg/mL) zmniejszał wytwarzanie ROS w neutrofilach 

o ok. 15%. W najwyższym testowanym stężeniu (50 µM), HMF nieznacznie (o 9-15%) 

zmniejszał również wydzielanie niektórych czynników prozapalnych przez badanie komórki, 

w tym ELA-2, IL-6 i IL-8. Odnośnie wydzielania TNF-α, efekty HMF były różne w zależności od 

typu komórki. Wydzielanie tej cytokiny wzrastało w neutrofilach (o 24% przy 50 µM), ale 

spadało w PBMC (do 40% przy 50 µM), co może być spowodowane różnicami 

w mechanizmach biosyntezy/sekrecji cytokin w różnych komórkach. Ponadto HMF znacząco 

hamował uwalnianie przeciwzapalnej cytokiny IL-10 z PBMCs (nawet o 29% w stężeniu 50 

µM). Co ciekawe, frakcja DEFD, charakteryzująca się najwyższą zawartością HMF i MRPs, 

wykazywała odwrotną tendencję w kontekście modulacji wydzielania IL-10, co sugeruje, że 

wpływ tych związków na działanie suszonych owoców tarniny pod względem wydzielania IL-

10 można uznać za znikomy i zniwelowany przez obecność składników polifenolowych. 

Z drugiej strony, HMF może być współodpowiedzialny za zmniejszone uwalnianie TNF-α 

w PBMCs pod wpływem ekstraktów z owoców P. spinosa. 

Drugi etap analiz aktywności biologicznej obejmował weryfikację zasadności wskazań 

etnomedycyny, co do pomocniczego stosowania owoców tarniny w terapii cukrzycy (Kültür, 

2007). Ten etap badań przebiegał kilkupoziomowo. W pierwszej kolejności zbadano zdolność 

ekstraktów/frakcji ze świeżych i suszonych owoców do inhibicji enzymów glikolitycznych – 

α-glukozydazy i α-amylazy. Enzymy te odpowiadają za hydrolizę węglowodanów złożonych 

w jelicie; tym samym, zahamowanie ich aktywności opóźnia proces trawienia, a więc 

prowadzi do zmniejszenia uwalniania glukozy i w konsekwencji ogranicza wzrost jej 

poposiłkowego stężenia we krwi (Lovegrove i wsp., 2017). 

Wszystkie przebadane ekstrakty/frakcje, zarówno te otrzymane ze świeżego, jak 

i z suszonego materiału roślinnego, odznaczały się większą zdolnością do inhibicji α-

glukozydazy niż referencyjny lek przeciwcukrzycowy – akarboza. Najbardziej aktywne były 

wyjściowy ekstrakt metanolowo-wodny ze świeżych owoców (MEF) oraz DEFF i DEFD. Ich 

wartości IC50 wynosiły 15,4-26,8 μg/mL i tym samym były aż 6,6-11,5 razy niższe niż 

w przypadku akarbozy. W tym miejscu warto zauważyć, iż dostępna literatura naukowa 

wskazuje tylko kilka gatunków owoców, których wartości IC50 w teście inhibicji α-

glukozydazy są niższe lub plasują się na podobnym poziomie co IC50 akarbozy. Takie efekty 

osiągnięto jak dotąd m.in. dla ekstraktów alkoholowych z morwy białej (Wang i wsp., 2013), 

rokitnika zwyczajnego (Li i wsp., 2019), kilku gatunków dereni (Truba i wsp., 2020), 

brzoskwini zwyczajnej (Bento i wsp., 2018) i czereśni (Papoutsis i wsp., 2021). Z kolei 

w teście inhibicji α-amylazy, ekstrakty/frakcje z owoców tarniny wykazały się przeciętną 

aktywnością – najaktywniejsze ekstrakty/frakcje ze świeżych owoców (MEF, DEFF, EAFF) 

hamowały enzym 7-14 razy słabiej niż lek referencyjny. 

Zważywszy na fakt, iż nadprodukcja ROS modyfikuje główne procesy biochemiczne, 

stanowiące podłoże patogenetyczne mikro- i makronaczyniowych powikłań cukrzycowych, 

m.in. szlak polioliowy i heksozaminowy, a także aktywację kinazy białkowej C i jądrowego 

czynnika transkrypcyjnego NF-κB (Giacco i Brownlee 2010), w kolejnym kroku po raz 

pierwszy oceniono aktywność ekstraktów/frakcji ze świeżych i suszonych owoców tarniny 
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wobec szeregu rodnikowych i nierodnikowych oksydantów generowanych in vivo, w tym O2
•–, 

HO•, H2O2, NO• i HOCl. Tym samym etap ten stanowił także uszczegółowienie 

przeprowadzonych badań aktywności antyoksydacyjnej w modelu ludzkich neutrofilii. 

Wykazano wysoki, zależny od dawki i skorelowany z zawartością polifenoli potencjał 

neutralizacyjny ekstraktów/frakcji z owoców świeżych i suszonych względem wszystkich 

badanych ROS, przy czym najwyższą efektywność zaobserwowano w stosunku do NO•, HOCl 

i  O2•–. Na przykład wartości SC50 dla wszystkich ekstraktów (wyjątek WRD) w teście 

zmiatania O2• były 1,3-4,6 razy niższe niż wartość SC50 dla Troloxu (kontrola pozytywna). 

Wartości SC50 wyrażone w μg GAE/mL dla wszystkich frakcji (przeliczone na podstawie 

oryginalnych parametrów aktywności przeciwutleniającej i zawartości TPC) wykazały, że 

polifenole owoców tarniny są skuteczne nawet przy bardzo niskich stężeniach. W wyżej 

przytoczonym w teście zmiatania O2
•– wartości SC50 wyniosły 2,7-7,0 µg GAE/mL, podczas 

gdy odpowiednie parametry dla kwasu askorbinowego i Troloxu® (kontrole pozytywne) 

wyniosły odpowiednio 5,3 µg/mL i 135,3 µg/mL. Podobnie, jak w teście sekrecji ROS 

w modelu ludzkich neutrofilii, we wszystkich testach bezkomórkowych najsilniejsze efekty 

przeciwutleniające stwierdzono dla DEFF, DEFD, EAFF i EAFD. 

Idąc dalej w rozważaniach dotyczących wpływu nadprodukcji ROS na rozwój 

przewlekłych powikłań cukrzycy nie sposób nie wspomnieć, iż w warunkach 

ponadfizjologicznych stężeń glukozy przyspieszają one glikację białek, lipidów i tworzenie 

AGEs. I tak, na przykład w następstwie glikacji kolagenu odpowiedzialnego za strukturę 

błony podstawnej naczyń, dochodzi do utraty elastyczności ściany naczyniowej – zmiany 

angiopatycznej typowej dla niewyrównanej metabolicznie cukrzycy. Co więcej, związanie się 

AGEs ze swoistym receptorem końcowych produktów zaawansowanej glikacji staje się 

sygnałem, m.in., dla aktywacji prozapalnych i prooksydacyjnych czynników transkrypcyjnych 

oraz szlaków sygnałowych, co dalej pogłębia zjawisko stresu oksydacyjnego (Tan i wsp., 

2011; Singh i wsp., 2014). Zatem mając na względzie powyższe, w ramach niniejszej 

rozprawy doktorskiej oceniono zdolność ekstraktów/frakcji ze świeżych i suszonych owoców 

P. spinosa do hamowania nieenzymatycznej glikacji białek. Wszystkie badane anality 

zapobiegały powstawaniu AGEs, a ich skuteczność była porównywalna lub wyższa niż 

referencyjnej aminoguanidyny (substancji o właściwościach przeciwglikacyjnych). 

Najefektywniejsze okazały się ekstrakt i frakcja ze świeżego owocu bogate w antocyjany 

i procyjanidyny – MEF oraz BFF. 

W ostatnim etapie badawczym, zweryfikowano ochronne działanie ekstraktów/frakcji 

z owoców tarniny przed oksydacyjnym uszkodzeniem biomolekuł ludzkiego osocza 

w warunkach stresu oksydacyjnego indukowanego ONOO‒, który jest najbardziej toksyczną 

formą ROS powstającą w środowisku hiperglikemicznym. Po wygenerowaniu, ONOO− 

indukuje strukturalne modyfikacje funkcjonalnych białek i lipidów w śródbłonku naczyń, 

mięśniach gładkich naczyń i osoczu, w tym nitrację i dimeryzację reszt tyrozyny, utlenianie 

grup tiolowych cysteiny i peroksydację lipidów, co ostatecznie prowadzi do przewlekłych 

dysfunkcji sercowo-naczyniowych (Pacher i Szabó, 2006). Po wnikliwej ocenie wyników 

uzyskanych z testów hamowania enzymów glikolitycznych, inhibicji tworzenia AGEs oraz 

zmiatania ROS, które wskazywały, że świeże owoce tarniny charakteryzuje silniejszy efekt 

farmakologiczny, do ostatniego etapu badań szczegółowych wybrano ekstrakt i frakcje ze 

świeżego materiału roślinnego. Ponadto, dla ogólnego porównania analizom poddano także 
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wyjściowy metanolowo-wodny ekstrakt z owoców suszonych. Wykazano, że badane 

ekstrakty/frakcje skutecznie zwiększały całkowitą, nieenzymatyczną pojemność 

antyoksydacyjną ludzkiego osocza (NEAC) oraz wykazywały efekt ochronny wobec 

składników osocza, wyrażony poprzez obniżenie stężenia biomarkerów osoczowego stresu 

oksydacyjnego, takich jak produkty nitrowania białek oraz peroksydacji lipidów. 

Najefektywniejszymi środkami chroniącymi osocze okazały się ponownie ekstrakty/frakcje 

o najwyższej zawartości fenoli (DEFF, EAFF, MEF), zwłaszcza te wzbogacone w kwasy 

fenolowe i flawonoidy (DEFF, EAFF). Szczególnie silne efekty biologiczne zaobserwowano 

w teście redukcji nitrowania tyrozyny, gdzie stwierdzono, iż testowane anality w stężeniach 

fizjologicznych (1-5 μg/mL) są w stanie zmniejszyć poziomy markerów nitrowania nawet 

o ponad 40%. W przypadku testów weryfikujących działanie przeciwcukrzycowe i ochronne 

przeciwko stresowi oksydacyjnemu, analizy korelacji oraz wyniki otrzymane dla 

modelowych polifenoli jednoznacznie wskazują, iż związki fenolowe są głównymi 

determinantami tych kierunków aktywności owoców tarniny. Przedstawiciel MRPs – HMF – 

nie wykazywał efektów biologicznych w ww. analizach. 

Wielowiekowe zastosowanie owoców P. spinosa w lecznictwie tradycyjnym jest 

niewątpliwie potwierdzeniem bezpieczeństwa jego leczniczego stosowania. Niemniej jednak 

ze względu na możliwe, terapeutyczne wykorzystanie ekstraktów/frakcji z badanego 

surowca w ich skoncentrowanej postaci, w ramach prezentowanej dysertacji 

przeprowadzona została ocena ich potencjalnej toksyczności wobec neutrofilii i PBMCs. Nie 

stwierdzono aby 24-48-godzinna ekspozycja komórek układu immunologicznego na 

ekstrakty/frakcje z owoców tarniny w stężeniach 5-100 µg/mL wpłynęła na ich żywotność, 

co pozwala wstępnie uznać badane anality za bezpieczne.  
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Podsumowanie wyników  

W ramach realizacji rozprawy doktorskiej: 

 wykazano zależność pomiędzy profilem fitochemicznym otrzymanych ekstraktów/frakcji, 

a rodzajem zastosowanego ekstrahenta; 

 wyselekcjonowano ekstrakty/frakcje z owocu świeżego i suszonego o najwyższej 

całkowitej zawartości polifenoli oraz frakcje wzbogacone w odpowiednie związki lub 

grupy związków polifenolowych; 

 wykazano, iż zarówno świeże, jak i suszone owoce tarniny charakteryzuje bogaty i złożony 

profil polifenolowy, dokonano całkowitej lub częściowej identyfikacji 57 i 45 związków 

z tej grupy, odpowiednio dla owocu świeżego i suszonego, w tym 35 składników wykryto 

po raz pierwszy w badanym materiale roślinnym; 

 wykazano istotne zmiany w składzie jakościowym i ilościowym polifenoli świeżej 

i wysuszonej substancji roślinnej; 

 wykazano, iż podczas suszenia owoców tarniny dochodzi także do powstania MRPs, 

dokonano ich izolacji w skali preparatywnej i oznaczono struktury, a ponadto 

przeprowadzono ocenę zawartości sumy MRPs oraz ich głównego składnika – HMF; 

 przeprowadzono optymalizację i rewalidację metody HPLC-PDA-fingerprint analizy 

związków polifenolowych i niepolifenolowych, która może znaleźć zastosowanie 

w kontroli jakości świeżych i suszonych owoców  P. spinosa oraz pochodnych ekstraktów; 

 w modelach ludzkich neutrofilii oraz PBMCs ex vivo wykazano wysoki potencjał 

przeciwzapalny i antyoksydacyjny (w szczególności hamowanie sekrecji ROS, ELA-2 

i TNF-α oraz nasilanie wydzielania IL-10) badanych ekstraktów/frakcji z owoców 

świeżych i suszonych oraz modelowych związków czynnych wchodzących w ich skład; 

 w modelach chemicznych in vitro wykazano wysoką zdolność ekstraktów/frakcji oraz ich 

głównych składników do bezpośredniej inhibicji enzymów glikolitycznych 

(w szczególności α-glukozydazy);  

 wykazano in vitro, że ekstrakty/frakcje z owoców świeżych i suszonych oraz ich markery 

aktywne cechuje zdolność do efektywnego zmiatania szerokiego spektrum oksydantów 

operujących in vivo, tj. O2•‒, H2O2, NO•, HClO i HO•; 

 w modelu chemicznym in vitro wykazano wysoką zdolność ekstraktów/frakcji z owoców 

świeżych i suszonych oraz ich markerów aktywnych do hamowania nieenzymatycznej 

glikacji białek; 

 wykazano ochronny wpływ ekstraktów/frakcji z owoców świeżych oraz ich modelowych 

związków czynnych na białkowe i lipidowe składniki ludzkiego osocza oraz ich zdolność 

do zwiększania nieenzymatycznej pojemności antyoksydacyjnej osocza w warunkach 

stresu oksydacyjnego indukowanego ONOO‒; 

 wykazano brak działania cytotoksycznego ekstraktów/frakcji z owoców świeżych 

i suszonych i ich markerów aktywnych wobec ludzkich neutrofilii i PBMCs w badanym 
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zakresie stężeń; 

 po raz pierwszy przeprowadzono ocenę aktywności i cytotoksyczności w ww. modelach 

biologicznych przedstawiciela MRPs – HMF; 

 dokonano porównawczej oceny aktywności biologicznej ekstraktów/frakcji z owoców 

świeżych oraz suszonych, która wykazała, iż zarówno świeży jak i suszony materiał 

roślinny charakteryzuje się znacznym potencjałem farmakologicznym, chociaż świeże 

owoce w większości testów cechowała wyższa skuteczność; 

 wysoką i wielokierunkową aktywność biologiczną ekstraktów/frakcji z owoców świeżych 

i suszonych wykazano zarówno dla stężeń potencjalnie możliwych do osiągnięcia 

ogólnoustrojowo, jak i lokalnie w przewodzie pokarmowym.  
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Wnioski 

 Świeże i suszone owoce P. spinosa stanowią bogate źródło zróżnicowanych strukturalnie 

związków polifenolowych, w tym kwasów fenolowych, skondensowanych procyjanidyn, 

flawonoidów i antocyjanów, które w znacznym stopniu warunkują aktywność 

antyoksydacyjną i przeciwzapalną ekstraktów z owoców oraz ich zdolność do hamowania 

aktywności enzymów glikolitycznych i tworzenia zaawansowanych produktów glikacji 

białek. 

 Suszenie świeżego materiału roślinnego znacząco obniża zawartość polifenoli, indukuje 

zmiany ich profilu jakościowego i prowadzi do powstania produktów reakcji Maillarda, co 

ostatecznie skutkuje osłabieniem aktywności biologicznej owoców suszonych w stosunku 

do owoców świeżych, które tym samym powinny być preferowane do zastosowań 

leczniczych i funkcjonalnych. 

 Zaobserwowana zdolność ekstraktów z owoców tarniny do hamowania sekrecji ROS, ELA-

2 i TNF-α oraz stymulacji wydzielania IL-10 przez komórki układu immunologicznego, jak 

również zdolność do bezpośredniej neutralizacji szerokiej palety oksydantów operujących 

in vivo, działanie ochronne na składniki ludzkiego osocza w warunkach stresu ochronnego 

i hamowanie aktywności α-glukozydazy i procesu glikacji białek mogą częściowo 

wyjaśniać i uzasadniać wskazania medycyny tradycyjnej w zakresie stosowania 

przetworów z owoców w stanach zapalnych przewodu pokarmowego i cukrzycy. 

 Uzyskane wyniki wskazują na wysoką wartość ekstraktów z owoców P. spinosa 

w kontekście potencjalnej profilaktyki i terapii uzupełniającej CDs i mogą stanowić punkt 

wyjścia do dalszych, rozszerzonych badań fitochemicznych, farmakologicznych 

i toksykologicznych, koniecznych do dokonania pełnej charakterystyki surowca, 

weryfikacji jego skuteczności terapeutycznej i bezpieczeństwa stosowania, a ostatecznie 

do opracowania wartościowych produktów funkcjonalnych lub preparatów 

terapeutycznych.
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Perspektywy i kierunki dalszych badań 

Przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji analizy fitochemiczne i aktywności 

biologicznej in vitro doprowadziły do uzyskania wyników, które potwierdzają istotny 

potencjał aplikacyjny owoców P. spinosa w kontekście profilaktyki pierwotnej i wtórnej CDs. 

Jednakże, aby ww. materiał roślinny mógł zostać w pełni wykorzystany do otrzymywania 

wysokiej jakości funkcjonalnych produktów spożywczych bądź preparatów terapeutycznych 

konieczne są dalsze rozszerzone badania dotyczące zarówno składników czynnych jak 

i aktywności biologicznej. Stąd też, w kolejnym etapie badań zaplanowano opracowanie 

procedury ekstrakcji (po uprzednim przeprowadzeniu szeroko zakrojonej optymalizacji 

w połączeniu z metodami statystycznymi), umożliwiającej wyodrębnienie maksymalnej ilości 

związków bioaktywnych z surowca roślinnego. Ten etap badań jest kluczowy z uwagi na fakt, 

iż aktywnymi związkami owoców tarniny są polifenole, które są wysoce zróżnicowaną pod 

względem fizyko-chemicznym grupą metabolitów roślinnych; z tego względu standardowe 

procedury ekstrakcji najczęściej prowadzą tylko do ich częściowego wydobycia z substancji 

roślinnej. Do tej części badań wybrano technikę ekstrakcji przyspieszonej (ASE). ASE to 

zautomatyzowana, szybka, dokładna, powtarzalna, wysokoprzepustowa metoda ekstrakcji 

próbek stałych za pomocą ciekłych rozpuszczalników w kontrolowanej temperaturze 

i podwyższonym ciśnieniu, umożliwiająca dogłębną penetrację materiału roślinnego przez 

rozpuszczalnik i wydobycie maksymalnych ilości jego składników czynnych. W kontekście 

przyszłych badań nad aktywnością biologiczną planowane jest przeprowadzenie pogłębionej 

weryfikacji wartości owoców P. spinosa jako potencjalnego składnika żywności funkcjonalnej 

przeznaczonej do zapobiegania i leczenia wspomagającego przewlekłych stanów zapalnych 

przewodu pokarmowego, w szczególności jelit. Planowane badania będą zmierzać do 

ustalenia wpływu trawienia na aktywność biologiczną ekstraktu oraz do dokładniejszego 

rozpoznania potencjalnych mechanizmów molekularnych tej aktywności. W tym celu, 

przygotowany metodą ASE, wysokoskoncentrowany ekstrakt z surowca zostanie poddany 

procesowi symulowanego trawienia in vitro (obejmującego etapy zachodzące we wszystkich 

częściach przewodu pokarmowego, tj. jamie ustnej, żołądku, jelicie cienkim i jelicie grubym), 

dzięki czemu uzyskana zostanie frakcja, która dociera do miejsc zmienionych chorobowo. 

Aktywność tej frakcji zostanie przetestowana w modelach komórek ściśle zaangażowanych 

w powstawanie i progresję stanów zapalnych jelit, tj. komórek układu immunologicznego, 

a także w modelu ludzkich komórek jelitowych (enterocytów). Zaplanowane analizy 

obejmować będą m.in. weryfikację wpływu frakcji po trawieniu na funkcje pro-

i przeciwzapalne oraz pro- i antyoksydacyjne wyżej wspomnianych komórek, w tym 

przewidywana jest ocena wpływu na sekrecję ROS, enzymów pro-i antyoksydacyjnych (iNOS, 

XO, COX-2, SOD1, SOD2, CAT), enzymów prozapalnych (ELA-2, MMP-9), cytokin i chemokin 

(IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNF-α, MCP-1, MIF). Wykonana zostanie także ocena wpływu 

tej frakcji na ekspresję kluczowych w kontekście rozwoju stanu zapalnego czynników 

transkrypcyjnych (NF-κB1, NF-κB2 i Nrf2) oraz białek tworzących ścisłe połączenia w jelitach 

(CLDN1, ZO-1, OCLN). Poza pogłębioną oceną aktywności biologicznej, frakcja po trawieniu 

poddana będzie także szczegółowej analizie fitochemicznej, co pozwoli na określenie, jakim 

transformacjom ulegają polifenole owoców tarniny w przewodzie pokarmowym, a tym 

samym możliwe będzie wskazanie ich aktywnych metabolitów. Uzyskane w ten sposób 
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wyniki umożliwią wybór analitów do badań biodostępności oraz wskażą właściwe cele 

molekularne dla ekstraktów z owoców P. spinosa, a tym samym pozwolą na wybór dalszych 

kierunków i modeli do badań in vivo. 
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Streszczenie 

Według szacunków Światowej Organizacji Zdrowia choroby cywilizacyjne (CDs) są 

obecnie przyczyną 71% zgonów, z czego prawie 40% stanowią zgony przedwczesne. Ze 

względu na masowość występowania CDs i wiążące się z tym znaczne obciążenie systemów 

opieki zdrowotnej, istnieje potrzeba zwrócenia baczniejszej uwagi na profilaktykę, w tym 

zastosowanie wysokiej jakości żywności i produktów funkcjonalnych, a także uzupełnienie 

konwencjonalnej farmakoterapii racjonalną fitoterapią, co mogłoby istotnie obniżyć koszty 

ekonomiczne i społeczne CDs. W tym kontekście specjalne zainteresowanie budzą produkty 

roślinne bogate w związki polifenolowe, które wykazują dobrze udokumentowaną aktywność 

biologiczną o szerokim spektrum, odpowiadającą złożonej patofizjologii CDs, i występują 

powszechnie w roślinach użytkowych i leczniczych. Profilaktyczny i terapeutyczny wpływ 

polifenoli roślinnych na postęp CDs jest m.in. związany z ich normalizująco-regulującym 

wpływem na procesy oksydacyjne i zapalne oraz zaburzenia metaboliczne, stanowiące 

elementarne czynniki etiologiczne CDs. Spośród dostępnych substancji roślinnych bogatych 

w polifenole szczególnym zainteresowaniem cieszą się owoce, chętnie spożywane w postaci 

świeżej lub przetworzonej. Niektóre z nich znajdują także zastosowanie w medycynie 

tradycyjnej, co sugeruje ich znaczny potencjał profilaktyczno-leczniczy. Dostępne badania 

pokazują jednak, iż aktywność biologiczna frakcji polifenolowych substancji roślinnych jest 

uwarunkowana obecnością specyficznej palety związków w odpowiednich proporcjach. Stąd 

podstawą racjonalnego stosowania substancji roślinnych/preparatów roślinnych jest ich 

pełna charakterystyka, w tym wskazanie składników warunkujących aktywność, 

standaryzacja fitochemiczna, wykluczenie toksyczności oraz ustalenie mechanizmów 

działania, parametrów aktywności i właściwego dawkowania, gwarantującego skuteczność 

i bezpieczeństwo terapii.  

Uwzględniając powyższe przesłanki, przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej stał się 

owoc Prunus spinosa L. – produkt spożywczy i jednocześnie surowiec polifenolowy, 

wymieniany w lecznictwie tradycyjnym, jako substancja o plejotropowych właściwościach 

biologicznych. Świeże owoce tarniny są spożywane głównie w formie przetworów (m.in. 

soków, nalewek), z kolei suszone owoce wykorzystuje się do przygotowywania leczniczych 

herbat ziołowych. Zarówno świeże, jak i suszone owoce mają status tradycyjnej roślinnej 

substancji leczniczej. Doświadczenia etnomedycyny wskazują jednak na różnice 

w aktywności owoców świeżych i suszonych – odwary z suszu wykorzystuje się głównie 

w terapii miejscowych stanów zapalnych przewodu pokarmowego, zaś owoce świeże 

w kierunkach o charakterze ogólnoustrojowym, np. w terapii chorób metabolicznych, m.in. 

cukrzycy. Mimo udokumentowanego zastosowania, do czasu opublikowania prac 

stanowiących niniejszą rozprawę, skład chemiczny owoców pozostawał rozpoznany jedynie 

fragmentarycznie, a kwestia jego ewentualnej zmiany w procesie suszenia nie była 

przedmiotem żadnych badań. Przyjmowano jednak, że główne składniki farmakologicznie 

aktywne owoców tarniny to polifenole, które w większości zidentyfikowane były jedynie 

częściowo. Szczątkowe były także dane na temat aktywności biologicznej owoców tarniny. 

Wcześniejsze badania koncentrowały się głównie na ocenie aktywności przeciwutleniającej 

świeżych owoców tarniny, w większości z wykorzystaniem prostych, chemicznych testów in 

vitro, których wyniki trudno odnieść do warunków in vivo. Z drugiej strony sugerowały one 

wysoki potencjał antyoksydacyjny owoców, co zachęcało do pogłębienia analiz, szczególnie, 
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że w jedynym dostępnym dotychczas badaniu właściwości przeciwutleniających w modelu 

komórkowym (ludzkich promonocytów U937) wykazano istotne i zależne od dawki 

właściwości ochronne soku z owoców tarniny w warunkach stresu oksydacyjnego. 

W przypadku działania przeciwzapalnego dotychczas wykazano jedynie, iż ekstrakt 

etanolowy ze świeżych owoców tarniny może poprzez pośrednie mechanizmy zmniejszać 

ekspresję prozapalnej cytokiny IL-6 i czynników adhezyjnych w stymulowanych ludzkich 

komórkach śródbłonka. Z kolei w kontekście aktywności przeciwcukrzycowej dowiedziono, 

że ekstrakty alkoholowe ze świeżych owoców tarniny mogą hamować działanie α-

glukozydazy i α-amylazy.  

Mając na względzie powyższe, celem niniejszej dysertacji była identyfikacja składników 

aktywnych ekstraktów/frakcji pozyskanych ze świeżych i suszonych owoców tarniny, a także 

porównawcza analiza ich profilu fitochemicznego oraz potencjalnej aktywności 

przeciwutleniającej, przeciwzapalnej i przeciwcukrzycowej w kontekście profilaktyki i terapii 

chorób zapalnych jelit, cukrzycy i jej powikłań naczyniowych. 

W części fitochemicznej pracy doktorskiej przeprowadzono szczegółową analizę profilu 

polifenolowego suchych ekstraktów/frakcji otrzymanych owoców tarniny. Analiza profilu 

jakościowego metodą LC-PDA-ESI-MS3, umożliwiła identyfikację po raz pierwszy składników 

obecnych w suszonych owocach oraz znacznie zwiększyła wiedzę na temat związków 

czynnych świeżych owoców tarniny. Zidentyfikowano łącznie 57 i 45 składników 

polifenolowych, odpowiednio w świeżym i suszonym materiale roślinnym. Sumarycznie 

udało się wykryć 35 nowych związków polifenolowych dla owoców tarniny. Suszone owoce 

charakteryzowały się mniejszą różnorodnością w obrębie składników polifenolowych niż 

owoce świeże. Analiza całkowitej zawartości polifenoli (TPC) potwierdziła, że badane owoce 

stanowią bogate ich źródło, chociaż te suszone w warunkach typowych dla produkcji leków 

ziołowych zawierały niższe wartości TPC w porównaniu z owocami świeżymi. W suszonych 

owocach tarniny potwierdzono również po raz pierwszy obecność trzech związków 

powstałych w wyniku reakcji Maillarda (MPRs). Z uwagi na potencjalną wysoką ekspozycję 

na te związki w typowej diecie oraz niepokojące wyniki wstępnych badań toksykologicznych, 

zalecane jest, by ich zawartość w żywności była kontrolowana. W badaniach 

przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej wykazano, iż zawartość MRPs 

w owocach tarniny mieści się w dolnym przedziale zakresu raportowanego w literaturze dla 

innych, powszechnie spożywanych suszonych owoców, uznawanych za bezpieczne. 

Uwzględniając krytyczną rolę, jaką przypisuje się komórkom układu immunologicznego, tj. 

neutrofilom i jednojądrzastym komórkom krwi obwodowej (PBMCs) w patogenezie 

i progresji chorób zapalnych, m.in. przewodu pokarmowego, w pierwszym etapie badań 

aktywności biologicznej oceniono wpływ ekstraktów/frakcji z owoców tarniny oraz 

związków modelowych na sekrecję przez neutrofile i PBMCs kluczowych mediatorów stanu 

zapalnego, tj. ROS, ELA-2, TNF-α, IL-8, IL-6 i IL-10. Badane ekstrakty/frakcje 

charakteryzowały się bardzo wysoką skutecznością modulacji wydzielania mediatorów stanu 

zapalnego, zarówno w stężeniach 1–5 µg/ml, które są nominalnie osiągalne dla polifenoli 

w osoczu, jak i tych występujących w przewodzie pokarmowym (25–100 µg/mL) po podaniu 

doustnym bogatych w polifenole produktów; można zatem oczekiwać, iż mogą one łagodzić 

stan zapalny zarówno ogólnoustrojowo, jak i lokalnie w przewodzie pokarmowym. Badane 

anality najskuteczniej hamowały sekrecję ROS, prozapalnych ELA-2 i TNF-α oraz zwiększały 
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wydzielanie przeciwzapalnej IL-10. 

Drugi etap analiz aktywności biologicznej obejmował weryfikację zasadności wskazań 

etnomedycyny, co do pomocniczego stosowania owoców tarniny w terapii cukrzycy. 

W pierwszej kolejności zbadano zdolność ekstraktów/frakcji owoców do inhibicji enzymów 

glikolitycznych – α-glukozydazy i α-amylazy. Wszystkie przebadane ekstrakty/frakcje, 

zarówno te otrzymane ze świeżego, jak i z suszonego materiału roślinnego, odznaczały się 

większą zdolnością do inhibicji α-glukozydazy niż referencyjny lek przeciwcukrzycowy – 

akarboza. Z kolei w teście inhibicji α-amylazy, ekstrakty/frakcje z owoców tarniny wykazały 

się przeciętną aktywnością. Zważywszy na fakt, iż nadprodukcja ROS modyfikuje główne 

procesy biochemiczne, stanowiące podłoże patogenetyczne naczyniowych powikłań 

cukrzycowych, w tym glikację różnych biomolekuł i tworzenie zaawansowanych produktów 

glikacji (AGEs), w kolejnym etapie pracy udokumentowano szerokie spektrum działania 

ekstraktów/frakcji ze świeżych i suszonych owoców tarniny wobec szeregu rodnikowych 

i nierodnikowych oksydantów generowanych in vivo, w tym O2
•–, HO•, H2O2, NO• i HOCl. 

Ponadto wykazano, iż badane ekstrakty/frakcje porównywalnie lub skuteczniej niż 

aminoguanidyna (substancja o właściwościach przeciwglikacyjnych) hamują tworzenie AGEs. 

W ostatnim etapie pracy udowodniono ponadto, że badane anality zapobiegają uszkodzeniom 

składników ludzkiego osocza (białek i lipidów) w warunkach stresu oksydacyjnego 

indukowanego ONOO‒, a także posiadają dużą zdolność do zwiększenia nieenzymatycznej 

pojemności antyoksydacyjnej osocza. 

W większości przeprowadzonych testów aktywności biologicznej, ekstrakty/frakcje 

uzyskane z suszonych owoców wykazywały niższą skuteczność niż te z owoców świeżych, 

jednak stwierdzone różnice nie były krytyczne, a suszony materiał roślinny również 

charakteryzował się istotnym potencjałem antyoksydacyjnym, przeciwzapalnym 

i przeciwcukrzycowym. Wyniki oznaczeń dla polifenolowych markerów aktywnych oraz 

przeprowadzone analizy korelacji wykazały także, iż obserwowane efekty w znacznym 

stopniu determinowane są obecnością związków polifenolowych. Z drugiej strony, badania 

aktywności modelowego MRPs – HMF – sugerowały, że choć MPRs dają częściowo 

przeciwstawne efekty w porównaniu do polifenoli, głównie w zakresie modyfikacji funkcji 

prozapalnych ludzkich neutrofili i PBMCs (w kierunku stymulacji sekrecji TNF-α przez 

neutrofile i hamowania sekrecji IL-10 przez PBMCs), to ich obecność nie wpływa negatywnie 

na wartość terapeutyczną badanych ekstraktów/frakcji z uwagi na niewysokie stężenie. 

Ponadto, testy przeżywalności neutrofilii i PBMCs pozwoliły na wstępne zakwalifikowanie 

badanych ekstraktów/frakcji i ich markerów aktywnych jako bezpiecznych. 

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej dysertacji dowodzą wysokiej wartości ekstraktów 

z owoców P. spinosa w kontekście potencjalnej profilaktyki i terapii uzupełniającej CDs. 

Uzyskane rezultaty mogą stanowić punkt wyjścia do dalszych, rozszerzonych badań 

fitochemicznych, farmakologicznych i toksykologicznych, prowadzących do pełnej 

farmakognostycznej charakterystyki surowca, a w przyszłości do opracowania 

wartościowych funkcjonalnych produktów żywnościowych lub preparatów terapeutycznych. 
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Summary 

According to the World Health Organization, diseases of affluence/noncommunicable 

diseases (NCDs) currently cause 71% of deaths globally, almost 40% of which are premature 

deaths. Due to the high prevalence of NCDs and the associated massive demand on the 

healthcare systems, there is a need to pay more attention to prophylaxis, including the use of 

high-quality food and functional products, as well as supplementing conventional 

pharmacotherapy with rational phytotherapy, which might decrease the economic and social 

costs of NCDs. In this context, particularly interesting are plant products rich in polyphenols, 

widespread in food and medicinal plants, and showing a well-documented biological activity 

of a broad spectrum, corresponding to the complex pathophysiology of NCDs. It is 

acknowledged that the prophylactic and therapeutic influence of plant polyphenols on the 

progression of NCDs is associated with their normalizing and regulating effect on oxidative 

and inflammatory processes as well as metabolic disorders occurring in living cells, which are 

the elementary etiological factors of NCDs. Among the polyphenol-abundant plant materials, 

fruits are especially auspicious as they are willingly consumed fresh or processed. Some of 

them are also used in traditional medicine, which suggests their significant preventive and 

therapeutic potential. However, the available research demonstrates that the biological 

activity of plant phenolic fractions is conditioned by the presence of a specific range of 

compounds in appropriate proportions. Hence, the rational use of plant 

substances/preparations requires their complete characterization, including the 

establishment of their active components and mechanisms of action, phytochemical 

standardization, and activity parameters, as well as evaluation of toxicity and 

formulation/dosage to guarantee the effectiveness and safety of the therapy. 

Considering the above premises, the subject of this dissertation is the fruit of Prunus 

spinosa L. (sloe, blackthorn) – a dietary product and a polyphenolic plant material, mentioned 

in traditional medicine as a substance with pleiotropic biological properties. For dietary 

purposes, fresh sloe fruits are consumed mainly as preserves (including juices and tinctures), 

while dried fruits are used to prepare herbal teas. Both fresh and dried fruits have the status 

of traditional herbal medicines. However, the ethnomedical sources suggest differences in the 

activity of both materials. For instance, dried fruit decoctions are mainly used to treat 

gastrointestinal tract inflammation; in contrast, fresh fruit preparations are recommended 

for systemic disorders, e.g., metabolic diseases, like diabetes. Despite the documented 

therapeutic application, until the publication of the manuscripts constituting this dissertation, 

the chemical composition of the fruit remained only fragmentarily recognized, and the impact 

of drying on its composition was not the subject of any research. However, it has been 

assumed that the primary pharmacologically active molecules of sloe fruits are polyphenols, 

most of which have been only partially identified. The data on the biological activity of sloe 

fruits was also incomplete. The previous studies have focused mainly on the antioxidant 

activity of fresh blackthorn fruits but they primarily used simple in vitro chemical tests, which 

are difficult to relate to in vivo conditions. On the other hand, the accumulated research 

suggested a high antioxidant potential of the fruit, encouraging further studies on the subject, 

especially because the only one available study of the antioxidant properties in a cellular 

model (U937 human promonocytes) showed significant and dose-dependent protective 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Summary 

42 

 

 

properties of sloe juice in the conditions of oxidative stress. Concerning the anti-

inflammatory effect, the ethanol extract of fresh sloes has only been demonstrated to reduce 

the expression of the pro-inflammatory cytokine IL-6 and some adhesion factors in 

stimulated human endothelial cells. Moreover, in the context of antidiabetic properties, the 

alcoholic extracts of fresh blackthorn fruits have been proven to inhibit α-glucosidase and α-

amylase in vitro.  

Considering the above, this dissertation aimed to identify biologically active components 

of extracts/fractions obtained from fresh and dried P. spinosa fruits as well as compare their 

phytochemical profile and their potential antioxidant, anti-inflammatory and antidiabetic 

effects in vitro in the context of the prevention and treatment of inflammatory bowel diseases, 

diabetes, and its vascular complications. 

In the phytochemical part of the research, a detailed analysis of the polyphenolic profile of 

dry extracts/fractions from fresh and dried blackthorn fruits was carried out. The qualitative 

profiling, performed by the LC-PDA-ESI-MS3 method, allowed for the first time to identify the 

dried fruit constituents and significantly increased the knowledge about the active 

components of fresh sloes. In total, 57 and 45 polyphenols were identified in fresh and dried 

plant material, respectively, including 35 polyphenolic compounds new for P. spinosa fruits. 

A less diversified polyphenolic composition was observed for the dried compared to the fresh 

fruits. The dried material also contained lower total polyphenolic content (TPC) than the 

fresh one; however, the determinations confirmed sloes as a rich source of these 

phytochemicals. Apart from polyphenols, three compounds formed through the dehydration 

of sugars in the Maillard reaction (MPRs) were also confirmed for the first time in dried sloe 

fruits. Due to the potential high exposure to these compounds in a standard human diet and 

the alarming results of preliminary toxicological studies available in the literature, it is 

generally recommended to control the MPRs content in food. However, the present 

dissertation revealed that the content of MRPs in blackthorn fruits is at the lower range limit 

reported in the literature for numerous commonly consumed fruits, including prunes, and the 

fruits might be thus regarded safe. 

Taking into account the critical role of immune cells, such as neutrophils and peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs), in the pathogenesis and progression of inflammatory 

diseases, including gastrointestinal tract inflammations, the influence of blackthorn 

extracts/fractions and model compounds on the secretion of key inflammatory mediators, i.e., 

ROS, ELA-2, TNF-α, IL-8, IL-6 and IL-10 by neutrophils and PBMCs was evaluated in the first 

step of biological activity studies. The tested extracts/fractions were characterized by a high 

modulation efficiency of pro-inflammatory and pro-oxidant functions of immune cells, both at 

concentrations of 1–5 µg/ml, which are nominally achievable for plasma polyphenols, and 

those found in the gastrointestinal tract (25–100 µg/mL) after oral administration of 

polyphenol-rich products. It might, therefore, be expected that they may be able to alleviate 

both systemic and local inflammation. Among the tested factors, the analytes most effectively 

inhibited the secretion of ROS, pro-inflammatory ELA-2 and TNF-α, and increased the 

secretion of anti-inflammatory IL-10. 

The second step of biological activity studies included the verification of ethnomedical 

indications of sloe fruits in the treatment of diabetes. First, the potential of fruit 

extracts/fractions to inhibit glycolytic enzymes α-glucosidase and α-amylase was examined. 
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All extracts/fractions from fresh and dried plant material presented a higher ability to inhibit 

α-glucosidase than acarbose, a reference antidiabetic drug. In turn, the fruit 

extracts/fractions had only moderate activity in the α-amylase inhibition test. Moreover, 

because the overproduction of ROS modifies the main biochemical processes underlying the 

pathogenesis of diabetic vascular complications, including the glycation of various 

biomolecules and the formation of advanced glycation products (AGEs), a broad scavenging 

activity towards a range of in vivo generated free radical and non-radical oxidants, including 

O2•-, HO•, H2O2, NO• and HOCl, was documented for extracts/fractions from fresh and dried 

sloe fruits in the next step. Furthermore, the tested extracts/fractions were proven to inhibit 

the formation of AGEs with similar or higher effectiveness than aminoguanidine, a reference 

standard with anti-glycation properties. In the last step of activity studies, the analytes were 

tested in a human plasma model exposed to ONOO‒-induced oxidative stress. It was 

documented that the tested analytes effectively prevent the oxidative/nitrative damage to 

human plasma components (proteins and lipids) in vitro, and also have a high ability to 

increase the non-enzymatic antioxidant capacity of plasma. 

In most of the performed biological activity tests, the extracts/fractions obtained from 

dried fruits presented slightly lower effectiveness than those from fresh fruits. However, the 

observed activity differences between dried and fresh fruit extracts were not critical, and the 

dried plant material was also characterized by a high antioxidant, anti-inflammatory and anti-

diabetic potential. The activity parameters achieved for model polyphenols and the 

correlation studies showed that the presence of polyphenols determines the biological 

activity of sloe fruits. On the other hand, the activity tests of a model MRPs – HMF – suggested 

that these compounds exhibit partially opposite effects to polyphenols, especially towards 

immune cells (they stimulated the secretion of TNF-α and inhibited the release of IL-10); 

however, their presence did not influence negatively the therapeutic value of the analyzed 

extracts/fractions due to the low concentration. Eventually, the viability tests of neutrophils 

and PBMCs enabled the preliminarily confirmation of the cellular safety of the tested 

extracts/fractions and their model compounds. 

The results of this dissertation prove the high potential of P. spinosa fruit extracts in the 

context of prophylaxis and complementary therapy of NCDs. Moreover, the obtained data 

may become the starting point for further, extended phytochemical, pharmacological and 

toxicological studies leading to the complete characterization of the plant material and, 

finally, to the development of valuable functional food products or therapeutic preparations. 
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MEiN2021 = 100 

 

 



114 

  

 

 
 

 



115 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 



116 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



117 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



118 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 



119 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 



120 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



121 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



122 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



123 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



124 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



125 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



126 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



127 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



128 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



129 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



130 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



131 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



132 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



133 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



134 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



135 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



136 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 



137 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 



138 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



139 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 

 
 
 



140 

Anna Magiera Rozprawa doktorska Publikacja III 
 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia autora 

141 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia autora 

142 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia autora 

143 

 

 

 
) 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

144 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

145 

 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

146 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

147 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

148 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

149 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

150 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

151 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

152 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

153 

 

 

 



Anna Magiera Rozprawa doktorska Oświadczenia współautorów 

154 

 

 

 
 



155 

Anna Magiera Rozprawa doktorska 

Wykształcenie i całkowity 

dorobek naukowy 
 

 

Wykształcenie i całkowity dorobek naukowy 

Wykształcenie 

 2021-2022 – studia podyplomowe „Zarządzanie projektami: metodyki, praktyka, techniki, 
narzędzia”, Politechnika Warszawska, Wydział Elektroniki i Technik Informacyjnych 
Instytut Automatyki i Informatyki Stosowanej. 

 2017-2022 – studia doktoranckie, Uniwersytet Medyczny w Łodzi, Wydział 
Farmaceutyczny, Katedra Farmakognozji, opiekun naukowy: dr hab. n. farm. Monika A. 
Olszewska, prof. UM; otwarcie przewodu doktorskiego: 30.01.2019. 

 2011-2017 – studia magisterskie, kierunek: Farmacja, Uniwersytet Medyczny w Łodzi, 
Wydział Farmaceutyczny. 

Praca magisterska przygotowana w Zakładzie Farmakognozji pod kierunkiem naukowym 
dr hab. n. farm. Moniki A. Olszewskiej, prof. UM (promotor) i dr n. farm. Aleksandry 
Owczarek (opiekun): „Optymalizacja izolacji wybranych związków flawonoidowych 
z materiału roślinnego z wykorzystaniem metod chromatografii cieczowej – 
wysokosprawnej i typu flash”, praca magisterska wyróżniona II miejscem w Wydziałowym 
Konkursie Prac Magisterskich. 

Kursy, szkolenie, certyfikaty 

 2021 – Certyfikat „AgilePM® Agile Project Management Foundation Examination”; APMG 

International. 

 2021 – Certyfikat „PRINCE2® Foundation Certificate in Project Management”; Axelos. 

 2021 – Certyfikat „Process Iceberg® Facilitation Methodology”; Centrum Facylitacji. 

 2021 – Certyfikowany kurs dla Monitorów i kandydatów na Monitorów Badań 

Klinicznych; Brillance. 

 2021 – Certyfikowane szkolenie „Dobór właściwej surowicy w procesie hodowli 

komórek”; Merck. 

 2021 – Certyfikowane szkolenie „Autentykacja linii komórkowych. Kolekcja komórek 

ECACC jako wiarygodne źródło materiału badawczego”; Merck. 

 2021 – Certyfikowane szkolenie „„Smart up your lab” - rozwiązania ułatwiające pracę 

i poprawiające bezpieczeństwo w laboratoriach chemicznych”; Merck. 

 2021 – Certyfikowane szkolenie „Wyroby Medyczne-Tworzenie, badania, rejestracja”; 

TUV Nord Polska i Centrum Innowacji i Transferu Technologii. 

 2020 – Certyfikowane szkolenie dla osób planujących, wykonujących, uczestniczących 

i uśmiercających zwierzęta w doświadczeniach; Uniwersytet Medyczny w Łodzi, 

Zwierzętarnia Wydziału Farmaceutycznego. 

 2019 – Certyfikowane szkolenie „Innowacyjne rozwiązania do hodowli komórek 

ssaczych”; Merck.  

 2019 – Certyfikat „Goethe-Zertifikat C1”; Goethe Institut. 
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Staże naukowe 

 09.2022-11.2022 – Staż badawczy w zakresie oceny aktywności przeciwzapalnej różnych 

substancji roślinnych w modelach komórek układu immunologicznego (Warszawski 

Uniwersytet Medyczny, Zakład Biologii i Farmakognozji, opiekun naukowy stażu: prof. dr 

hab. n. med. i n. o zdr. Sebastian Granica). 

 09.2020-12.2020 – Staż badawczy w zakresie hodowli linii komórkowej ludzkiego 

gruczolakoraka jelita grubego Caco2 (Warszawski Uniwersytet Medyczny, Wydział 

Farmaceutyczny, Katedra Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii, opiekun 

naukowy stażu: dr hab. n. farm. Monika E. Czerwińska). 

 10.2019-11.2019 – Staż badawczy w zakresie izolacji PBMCs z krwi obwodowej oraz 

oceny ich funkcji prozapalnych (Warszawski Uniwersytet Medyczny, Wydział 

Farmaceutyczny, Katedra Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii; opiekun 

naukowy stażu: dr hab. n. farm. Monika E. Czerwińska). 

 05.2019-06.2019 –Staż badawczy w zakresie izolacji neutrofili z krwi obwodowej oraz 

oceny ich funkcji pro-oksydacyjnych i prozapalnych (Warszawski Uniwersytet Medyczny, 

Wydział Farmaceutyczny, Katedra Farmakognozji i Molekularnych Podstaw Fitoterapii; 

opiekun naukowy stażu: dr. hab. n. farm. Monika E. Czerwińska, prof. dr hab. n. med. i n. o 

zdr. Sebastian Granica). 

 09.2018-10.2018 – Staż badawczy w zakresie analizy aktywności enzymów 

zaangażowanych w procesy trawienne (α-amylazy oraz lipazy) (Warszawski Uniwersytet 

Medyczny, Wydział Farmaceutyczny, Katedra Farmakognozji i Molekularnych Podstaw 

Fitoterapii; opiekun naukowy stażu: dr hab. n. farm. Monika E. Czerwińska). 

Prace oryginalne 

1. Magiera A., Kołodziejczyk-Czepas J., Skrobacz K., Czerwińska M.E., Rutkowska M., Prokop 

A., Michel P., Olszewska M.A. (2022). Valorisation of the inhibitory potential of fresh and 

dried fruit extracts of Prunus spinosa L. towards carbohydrate hydrolysing enzymes, 

protein glycation, multiple oxidants and oxidative stress-induced changes in human 

plasma constituents. Pharmaceuticals, 15, 1300, IF2021=5.215, MEiN2021=100.  

2. Kicel A., Magiera A., Skrzywanek M., Malczuk M., Olszewska M.A. (2022). The inhibition of 

α-glucosidase, α-amylase and protein glycation by phenolic extracts of Cotoneaster 

bullatus, Cotoneaster zabelii, and Cotoneaster integerrimus leaves and fruits: Focus on anti-

hyperglycemic activity and kinetic parameters. Molecules, 27, 7081, IF2021=4.927, 

MEiN2021=140. 

3. Magiera A., Czerwińska M.E., Owczarek A., Marchelak A., Granica S., Olszewska M.A. 

(2022). Polyphenols and Maillard Reaction Products in dried Prunus spinosa fruits: Quality 

aspects and contribution to anti-Inflammatory and antioxidant activity in human immune 

cells ex vivo. Molecules, 27, 1691, IF2021 = 4.927, MEiN2021 = 140. 

4. Magiera A., Czerwińska M.E., Owczarek A., Marchelak A., Granica S., Olszewska M.A. 

(2022). Polyphenol-enriched extracts of Prunus spinosa fruits: Anti-Inflammatory and 

antioxidant effects in human immune cells ex vivo in relation to phytochemical profile. 

Molecules, 27, 3302, IF2021=4.927, MEiN2021=140. 
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5. Magiera A., Rychlińska I., Olszewska M.A. (2022). Comparative HPLC-DAD analysis of 

arbutin content in selected commercial spices from Lamiaceae available on the European 

market. Acta Poloniae Pharmaceutica – Drug Research, 79(1), 33-40, IF2021=0.555, 

MEiN2021=100. 

6. Olszewska M.A., Owczarek A., Magiera A., Granica S., Michel P. (2021). Screening for the 

active anti-inflammatory and antioxidant polyphenols of Gaultheria procumbens and their 

application for standardisation: From identification through cellular studies to 

quantitative determination. International Journal of Molecular Sciences,  22(21), 11532, 

IF2021=6.208, MEiN2021=140. 

7. Owczarek A., Kołodziejczyk-Czepas J., Woźniak-Serwata J., Magiera A., Kobiela N., 

Wasowicz K., Olszewska M.A. (2021). Potential activity mechanisms of Aesculus 

hippocastanum bark: Antioxidant effects in chemical and biological in vitro models. 

Antioxidants, 10(7), 995, IF2021=7.675, MEiN2021=100. 

8. Rutkowska M., Kołodziejczyk-Czepas J., Owczarek A., Zakrzewska A., Magiera A., 

Olszewska M.A. (2021). Novel insight into biological activity and phytochemical 

composition of Sorbus aucuparia L. fruits: Fractionated extracts as inhibitors of protein 

glycation and oxidative/nitrative damage of human plasma components. Food Research 

International, 147, 110526, IF2021=7.425, MEiN2021=140. 

9. Magiera A., Marchelak A., Michel P., Owczarek A., Olszewska M.A. (2021). Lipophilic 

extracts from leaves, inflorescences and fruits of Prunus padus L. as potential sources of 

corosolic, ursolic and oleanolic acids with anti-inflammatory activity. Natural Product 

Research, 35(13), 2263-2268, IF2021=2.488, MEiN2021=70. 

10.Olszewska M.A., Granica S., Kołodziejczyk-Czepas J., Magiera A., Czerwińska M., Nowak P., 

Rutkowska M., Owczarek A. (2020). Variability of sinapic acid derivatives during 

germination and their contribution to antioxidant and anti-inflammatory effects of 

broccoli sprouts in human plasma and human peripheral blood mononuclear cells. Food 

and Function, 11(8), 7231-7244, IF2020= 5.396, MNiSW2019=100. 

11.Michel P., Granica S., Magiera A., Rosińska K., Jurek M., Poraj Ł., Olszewska M.A. (2019). 

Salicylate and procyanidin-rich stem extracts of Gaultheria procumbens L. inhibit pro-

inflammatory enzymes and suppress pro-Inflammatory and pro-oxidant functions of 

human neutrophils ex vivo. International Journal of Molecular Sciences, 20(7), 1753, 

IF2019=4.556, MNiSW2019=140. 

12.Olszewska M.A., Kołodziejczyk-Czepas J., Rutkowska M., Magiera A., Michel P., Rejman 

M.W., Nowak P., Owczarek A. (2019). The effect of standardised flower extracts of Sorbus 

aucuparia L. on pro-inflammatory enzymes, multiple oxidants and oxidative/nitrative 

damage of human plasma components in vitro. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 

2019, 9746358, IF2019=5.076, MNiSW2019=100. 

13.Magiera A., Sienkiewicz M., Olszewska M.A., Kicel A., Michel P. (2019). Chemical profile 

and antibacterial activity of essential oils from leaves and fruits of Gaultheria procumbens 

L. cultivated in Poland. Acta Poloniae Pharmaceutica – Drug Research, 76(1), 93-102, 

IF2019=0.456, MNiSW2019=100. 
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14.Owczarek A., Magiera A., Matczak M., Piotrowska D.G., Olszewska M.A., Marchelak A. 

(2017). Optimisation of preparative HPLC separation of four isomeric kaempferol 

diglycosides from Prunus spinosa L. by application of the response surface methodology.  

Phytochemistry Letters, 20, 415-424, IF2017=1.575, MNiSW2017=20. 

Prace przeglądowe 

1. Magiera A. (2022). Das therapeutische Potenzial von Picrorhiza kurroa bei der 

Behandlung von Lebererkrankungen. Überblick über den aktuellen Wissensstand. 

Zeitschrift für Phytotherapie, 43(2), 67-72, MEiN2021=20. 

2. Magiera A., Prokop A., Gieleta M., Olszewska M.A. (2021). Potencjał terapeutyczny 

owoców niepokalanka pospolitego (Vitex agnus-castus) w schorzeniach ginekologicznych 

– przegląd aktualnego stanu wiedzy. Farmacja Polska, 77(8), 491-502, MEiN2021=70. 

3. Nowak S., Magiera A., Kopka K., Kicel A., Olszewska M.A. (2018). Rodzaj Grindelia Willd. 

źródłem cennych roślin leczniczych. Farmacja Polska, 74(9), 521-530, MNiSW2017=8. 

4. Magiera A., Marchelak A., Owczarek A., Olszewska M.A. (2018). Profil fitochemiczny 

i potencjał terapeutyczny szanty zwyczajnej (Marrubium vulgare) – przegląd aktualnego 

stanu wiedzy. Farmacja Polska, 74(4), 210-222, MNiSW2017=8. 

5. Marchelak A., Magiera A., Owczarek A., Olszewska M.A. (2017). Kora Terminalia arjuna – 

wskazania tradycyjnej medycyny ajurwedyjskiej w świetle współczesnych badań 

klinicznych. Farmacja Polska, 73(8), 465-473, MNiSW2017=8. 

6. Magiera A., Marchelak A., Owczarek A. (2017). Terminalia chebula – wskazania 

tradycyjnej medycyny w świetle badań fitochemicznych i farmakologicznych. Farmacja 

Polska, 73(5), 275-284, MNiSW2017=8. 

Sumarczyczny współczynnik Impact Factor według listy JCR zgodnie z rokiem 

opublikowania wynosi 61.406, natomiast łączna punktacja MEiN/MNiSW jest równa 1652. 

Komunikaty zjazdowe 

1. Gieleta M., Olszewska M.A., Marchelak A., Wiśniewska J., Magiera A. Zmienność sezonowa 

zawartości polifenoli oraz aktywności przeciwcukrzycowej liści Prunus spinosa L. XXIV 

Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Lublin (Polska), 2021, poster. 

2. Magiera A., Prokop A., Czerwińska M.E., Rutkowska M., Olszewska M.A. Evaluation of 

blackthorn (Prunus spinosa L.) fruits activities targeting management of diabetes and 

related complications using in vitro models. International Conference on Plant Systems 

Biology and Biotechnology (ICPSBB), Złote Piaski (Bułgaria), 2021, poster. 

3. Magiera A., Czerwińska M.E., Olszewska M.A. In vitro anti-inflammatory activity of 

blackthorn (Prunus spinosa L.) fruits extracts in human immune cells. International 

Conference on Plant Systems Biology and Biotechnology (ICPSBB), Złote Piaski (Bułgaria), 

2021, poster. 
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4. Prokop A., Olszewska M.A., Magiera A. Ziele szanty zwyczajnej (Marrubium vulgare L.) - 

wskazania medycyny tradycyjnej w świetle aktualnych badań nad składem i aktywnością 

biologiczną. III Ogólnopolska Konferencja Naukowa „Perspektywy wykorzystania roślin 

w nauce i przemyśle”, Lublin (Polska), 2020, referat ustny. 

5. Magiera A., Czerwińska M.E., Olszewska M.A. Analiza profilu polifenolowego ekstraktów 

ze świeżych i suszonych owoców Prunus spinosa L. oraz ocena ich wpływu na sekrecję 

wybranych czynników pro- i przeciwzapalnych. Kopernikańskie E-Seminarium 

Doktoranckie, Toruń (Polska), 2020, poster. 

6. Magiera A., Czerwińska M.E., Kołodziejczyk-Czepas J., Olszewska M.A. Wielokierunkowa 

aktywność świeżych i suszonych owoców Prunus spinosa L. – uwarunkowania 

fitochemiczne. V Krajowa Konferencja Naturalne Substancje Roślinne – Aspekty 

Strukturalne i Aplikacyjne, Puławy (Polska), 2019, referat ustny. 

7. Olszewska M.A., Kołodziejczyk-Czepas J., Owczarek A., Rutkowska M., Michel P., 

Magiera A. Effects of Sorbus aucuparia flower extracts on in vivo-relevant oxidants and 

oxidative/nitrative damage of human plasma components. 11th International Symposium 

On Chromatography Of Natural Products, Lublin (Poland), 2018, poster. 

8. Kicel A., Owczarek A., Gralak P., Magiera A., Olszewska M.A. Polyphenolic profile, 

antioxidant effectiveness and pro-inflamatory enzymes inhibition of flower, leaves, fruits 

and bark of Cotoneaster integerrimus. 11th International Symposium On Chromatography 

Of Natural Products, Lublin (Poland), 2018, poster. 

9. Michel P., Granica S., Rosińska K., Magiera A., Olszewska M.A. Phytochemical profile of 

Gaultheria procumbens stem extracts and their effects on the pro-inflamatory and pro-

oxidant functions of human neutrophils. 11th International Symposium On 

Chromatography Of Natural Products, Lublin (Poland), 2018, poster. 

10. Owczarek A., Kobiela N., Magiera A., Olszewska M.A. Development of a UHPLC-PDA 

method for standardization of Hippocastani cortex by statistical and numerical 

optimization. 11th International Symposium On Chromatography Of Natural Products, 

Lublin (Poland), 2018, poster. 

11. Rutkowska M., Dubicka M., Magiera A., Olszewska M.A. Variation in the phenolic 

profile and antioxidant activity of Sorbus domestica (L.) leaves during foliar development. 

11th International Symposium On Chromatography Of Natural Products, Lublin (Poland), 

2018, poster. 

12. Magiera A., Owczarek A., Michel P., Rutkowska M., Olszewska M.A. Profil 

fitochemiczny i aktywność przeciwzapalna ekstraktów z kwiatów jarzębu pospolitego 

(Sorbus aucuparia L.). II Konferencja Naukowo – Szkoleniowa Studentów Wydziału 

Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Łodzi, Łódź (Polska), 2018, poster. 

13. Magiera A., Sienkiewicz M., Olszewska M.A., Kicel A., Michel P. Analiza składu 

chemicznego oraz aktywności przeciwbakteryjnej olejków eterycznych z owoców i liści 

gaulterii rozesłanej (Gaultheria procumbens L.) uprawianej w Polsce, II Konferencja 

Naukowo – Szkoleniowa Studentów Wydziału Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego 

w Łodzi, Łódź (Polska), 2018, poster. 

  



160 

Anna Magiera Rozprawa doktorska 

Wykształcenie i całkowity 

dorobek naukowy 
 

 

14. Magiera A., Marchelak A., Owczarek A. Terminalia chebula - tybetański "król 

medycyny" w świetle współczesnych badań fitochemicznych i farmakologicznych. 

Konferencja Naukowa Studentów Wydziału Farmaceutycznego z Oddziałem Kosmetologii 

i Oddziałem Analityki Medycznej Uniwersyetu Medycznego w Łodzi „150 rocznica urodzin 

Marii Skłodowskiej-Curie, Łódź (Polska), 2017, poster. 

15. Owczarek A., Magiera A., Marchelak A., Olszewska M.A.: Application of response 

surface methodology in optimization of separation of four isomeric flavonoid diglycosides 

from Prunus spinosa leaf. 10th International Symposium On Chromatography Of Natural 

Products, Lublin (Poland), 2016, poster. 

Nagrody i stypendia za działalność naukową 

1. Zespołowa Nagroda Naukowa II stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Łodzi za 

publikację „Variability of sinapic acid derivatives during germination and their 

contribution to antioxidant and anti-inflammatory effects of broccoli sprouts on human 

plasma and human peripheral blood mononuclear cells” – IF = 5.396. (2021). 

2. Zespołowa Nagroda Naukowa I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Łodzi za cykl 

publikacji „Profil fitochemiczny oraz aktywność przeciwzapalna i antyoksydacyjna 

ekstraktów z wybranych substancji roślinnych z rodzaju Sorbus w modelach in vitro” – IF = 

8.135. (2020). 

3. Zespołowa Nagroda Naukowa II stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Łodzi za 

cykl publikacji „Profil fitochemiczny oraz aktywność przeciwzapalna i antyoksydacyjna 

ekstraktów z pędów Gaultheria procumbens w modelach in vitro” – IF = 4.556. (2020). 

4. Zespołowa Nagroda Naukowa III stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Łodzi za 

cykl publikacji „Gatunki Grindelia integrifolia oraz Gaultheria procumbens źródłem 

olejków eterycznych o aktywności przeciwbakteryjnej” – IF=2.614. (2020). 

5. Nagroda dla autora najlepszej prezentacji ustnej podczas V Krajowej Konferencji 

„Naturalne Substancje Roślinne – Aspekty Strukturalne i Aplikacyjne” w Puławach, (2019). 

6. Zespołowa Nagroda Naukowa III stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Łodzi za 

cykl publikacji „Zastosowanie metod statystycznych do optymalizacji rozdziałów HPLC 

produktów roślinnych" – IF = 3.097, (2018). 

7. Stypendium Rektora Uniwersytetu Medycznego w Łodzi dla najlepszych doktorantów za 

osiągnięcia naukowe (2018/2019, 2019/2020, 2020/2021). 

Działalność popularyzatorska 

1. Wsparcie merytoryczne dla studentów Polskiego Towarzystwa Studentów Farmacji przy 

organizacji ogólnopolskiej akcji "Skonsultuj z Farmaceutą – Choroby Tarczycy" (Łódź, 

09.04.2022). 

2. Wsparcie merytoryczne dla studentów Polskiego Towarzystwa Studentów Farmacji przy 

organizacji ogólnopolskiej akcji "Skonsultuj z Farmaceutą – Cukrzyca" (Łódź, 20.11.2021). 

3. Wykładowca w projekcie "UMED edukuje" w ramach Programu Operacyjnego Wiedza 

Edukacja Rozwój 2014-2020 (14-23.09.2021). 
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4. Wsparcie merytoryczne dla studentów Polskiego Towarzystwa Studentów Farmacji przy 

organizacji (wraz z Okręgową Izbą Aptekarską w Łodzi) biegu "Recepta na Zdrowie - 

Łódź" (w ramach ogólnopolskiej akcji promującej aktywność fizyczną) (Łódź, 12.06.2021). 

5. Wsparcie merytoryczne dla Studentów Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego przy 

organizacji ogólnopolskiej akcji profilaktycznej ,,Skonsultuj z Farmaceutą – Cukrzyca” 

(Łódź, 30.11.2019). 

6. Wsparcie merytoryczne dla Studentów Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego przy 

organizacji ogólnopolskiej akcji profilaktycznej ,,Skonsultuj z Farmaceutą –Nadciśnienie 

tętnicze” (Łódź, 23.03.2019). 

Działalność dydaktyczna 

 Prowadzenie zajęć dydaktycznych z przedmiotu Farmakognozja. 

 Pełnienie roli opiekuna 8 prac magisterskich. 

 Opieka nad członkami Koła Naukowa przy Zakładzie Farmakognozji. W efekcie pracy  

w ramach Koła Naukowego powstały dwie publikacje naukowe oraz 3 komunikaty 

zjazdowe (w tym jeden w formie ustnej) zaprezentowane na konferencjach krajowych 

oraz zagranicznych. 
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