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,Rola ekstraktéw z surowcow roslinnych z rodziny Oleaceae i Rubiaceae w ochronie komdérek

skéry przed promieniowaniem UVA”

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata wykonana w Katedrze Biochemii Ogdlnej
Instytutu Biochemii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego pod kierunkiem
dr hab. Haliny Matgorzaty Zbikowskiej, prof. Ut.

Celem pracy byta ocena mozliwoéci wykorzystania ekstraktéw z pigciu surowcow roslinnych:
liéci oliwki (OLE)(Olea europaea), kory jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior), lisci jesionu
wyniostego, kory jesionu koreanskiego (Fraxinus rhynchophylla) z rodziny oliwkowatych (Oleaceae)
i 2 nasion kawy (GCBE)(Coffea robusta) z rodziny marzanowatych (Rubiaceae) w ochronie komorek
skéry (fibroblastéw) przed promieniowaniem UVA oraz zbadanie mechanizmu ich dziatania
fotoochronnego. Badania wykonywano w warunkach in vitro przy-uzyciu linii komérkowej Hs68 oraz
jednojadrzastych komérek krwi obwodowe]. Od wielu lat stosuje sig preparaty, glownie zewnegtrznie
na powierzchnie skéry, w celu jej ochrony przed szkodliwym dziataniem promieniowania UVA i UVB.
W zwigzku ze zmieniajgcym sie klimatem, ekspozycja skory na naturalne promieniowanie sloneczne
jest coraz diuisza. Ale nie tylko storice jest irddtem promieniowania UV, dochodzi takie
promieniowanie sztuczne np. z lamp UV w solariach lub urzadzen diagnostycznych. Umiarkowane
dawki promieniowania UV sg korzystne dla organizmu, umotliwiaja np. synteze witaminy D. Uwaia
sie takze, ze lekka ,opalenizna” nadaje skorze tadniejszy wyglad. Niestety, zbyt dtugotrwate
wystawianie sie na promieniowanie UV prowadzi do wielu chordb skéry w tym nowotworéw, W
zaleznoséci od rodzaju promieniowania moze to by¢ rumien i oparzenia skdry, pojawiajgce sie dosc

szybko po ekspozycji gldéwnie na promieniowanie UVB oraz odczyny alergiczne powodowane przez
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promieniowanie UVA. Odlegltymi w czasie skutkami nadmiernej ekspozycji na oba rodzaje
promieniowania UV sg uszkodzenia DNA, mutacje, stany zapalne prowadzace z czasem do
przedwczesnego starzenia sig skory, zwigkszonej pigmentacji oraz nowotwordéw skdry. Nalezy takze
pamietaé, ze szkodliwe dziatanie promieniowania stonecznego bedzie miato inny mechanizm w
naskarku i skdrze wiasciwej. Stosowane na skdre kosmetyki z mineralnymi lub chemicznymi (w tym
syntetycznymi) filtrami UV skutecznie chronig przed bezposrednimi skutkami promieniowania
(oparzenia, rumier), jednak w mniejszym stopniu zapobiegaja uszkodzeniom DNA oraz
generowaniem ROS (reaktywnych form tlenu) i stresem oksydacyjnym a czesto nie daja
wystarczajacej ochrony przeciwko promieniowaniu UVA. Dodatkowo syntetyczne filtry UV mogg
powodowaé reakcje alergiczne i zaburzaé dziatanie systemu hormonalnego u ludzi, a uwalniane do
érodowiska (np. podczas kapieli) s3 szkodliwe dla innych organizméw, gtéwnie ekosysteméw
wodnych. Doktorantka podjeta sig zbadania czy w celu ochrony przed promieniowaniem UVA mozna
wykorzysta¢ substancje naturalne, pochodzace ze znanych i dostepnych roslin. Przewagy takich
zwigzkdw jest mniejsza toksyczno$¢ dla ludzi i Srodowiska, a nie bez znaczenia jest tei kwestia
ekonomiczna, surowce te s3 stosunkowo tanie i od lat wykorzystywane w suplementach diety jako
zwigzki o dziataniu przeciwnowotworowym i antyoksydacyjnym. Podjecie takiej pracy jest jak
najbardziej uzasadnione i wazne poniewaz nowotwory skory sg jednymi z czesto diagnozowanych
nowotwordw, sg trudne w leczeniu i profilaktyka wydaje sie byé najskuteczniejszg bronig w walce z
nimi. Wyniki pracy Doktorantki moga wiec znalei¢ w przyszlosci praktyczne zastosowanie w
medycynie lub kosmetologii.

Rozprawa doktorska jest monografig liczagcg 163 strony i podzielong klasycznie na Czgsc
teoretyczna/Wprowadzenie, Cel pracy, Metady, Wyniki, Dyskusje oraz Podsumowanie i Wnioski.
Proporcie poszczegdlnych rozdziatéw sg prawidtowe. Na koricu rozprawy zamieszczono Streszczenia
w jezyku polskim i angielskim, Bibliografie oraz Dorobek naukowy — spis publikacji oryginalnych oraz
doniesien konferencyjnych, w ktérych Doktorantka jest wspétautorem a takie udziat w kursach i
szkoleniach. Na poczatku rozprawy zamieszczono spis tresci oraz spis stosowanych skrétow.

W czedci teoretycznej Doktorantka wyczerpujgco przedstawia dostepny w literaturze stan
wiedzy zwigzany z tematykg rozprawy doktorskiej. Czes¢ ta podzielona zostata na kilka

podrozdziatéw, W pierwszej czesci Doktorantka opisuje réznice pomigdzy wptywem na komorki
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promieniowania UVA i UVB oraz opisuje mechanizm dziatania obu rodzajéw promieniowanta. W
drugiej czeéci Doktorantka opisuje mechanizmy fotostarzenia skory ze szczegblnym uwzglgdnieniem
wplywu promieniowania UVA, opisane s3 uszkodzenia DNA, stres oksydacyjny, procesy zapalne,
modyfikacje komérkowych szlakéw sygnalizacyjnych, rola metaloproteinaz  macierzy
pozakomorkowej. W trzeciej czgéci Autorka przedstawia wspéiczesne koncepcje ochrony
przeciwstonecznej, charakterystyke filtréw UV oraz naturalnych antyoksydantow stosowanych w
produktach ochronnych i ich bezpieczeristwo. W czgéci czwartej Doktorantka wigcej miejsca
poéwieca na opisanie wiasciwosci biologicznych i prozdrowotnych zwigzkdw zawartych w
ekstraktach z surowcéw pochodzacych z wybranych roélin z rodziny Oleaceae i Rubiaceae oraz ich
potencjalnego zastosowania w ochronie przed promieniowaniem UV. Cata czgé¢ teoretyczna
stanowi bardzo dobre wprowadzenie w tematyke pracy i Swiadczy o teoretycznym przygotowaniu
Doktorantki do podjecia prac doswiadczalnych oraz o dobrej znajomosci tematu. Czes$¢ ta mogtaby
stanowi¢ bardzo dobra baze do napisania artykutu pogladowego. Zrozumienie tematu utatwia 6
starannie wykonanych rycin, Jedyna uwagg jaka mam do tej czesci jest dos¢ czeste uzywanie zbyt
og6lnych sformutowan: réznorodne zwigzki charakterystyczne dla poszczegolnych grup (str. 37) -
jakie, jakich; sg réznymi estrami... (str. 40) — jakimi; inne polifenole (str.40} —jakie; itp. Na tym etapie
pracy nalezatoby usciéli¢ opis. Na stronie 38 btednie zaliczono a-tokoferol do karotenciddw a na
stronie 49 zwrot ,dziatanie przeciwustrojowe” powinno chyba oznaczac przeciwdrobnoustrojowe.
Na kolejnych stronach rozprawy przedstawione zostaly: uzasadnienie podjecia badan i
zatozenia i cel pracy. Uzasadnienie podjecia badar jest bardzo dobrym pomystem, niestety potowa
tego rozdziatu jest powtdrzeniem informacji zawartych we wprowadzeniu. Istotng informacjg jest
to, ze brak jest danych dotyczacych potencjatu fotoochronnego ekstraktéw izolowanych z réznych
organdw i gatunkéw jesionéw oraz, ze nieliczne badania nad ochronng rola ekstraktow z lisci oliwki
oraz nasion kawy dotyczg gtéwnie tylko promieniowania UVB. Celem gtownym pracy byto
udowodnienie, ze wybrane do badani ekstrakty roslinne chronig ludzkie fibroblasty skdry (linia
komdrkowa Hs68) przed szkodliwymi skutkami promieniowania UVA dzigki ich wlasciwosciom
antyoksydacyjnym, antyapoptotycznym i przeciwzapalnym. Doktorantka opisala rowniez cele
szczegbétowe pomagajace wyciagnac wnioski z otrzymanych wynikéw.

Kolejne rozdziaty to Materiaty i Metody. W sekcji Materiaty Doktorantka doktadnie wymienia
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badane ekstrakty, materiaty biologiczne ze szczegdtowa charakterystykg linii komérkowej Hs68,
odczynniki, w tym takie komercyjne zestawy odczynnikéw {zebrane w tabeli) oraz wykorzystang
aparature badawcza. Doktorantka uzyta do do$wiadczen linie komdrkowg Hs68 bgdaca jedna z serii
linii ludzkich fibroblastdw i byt to wybér uzasadniony. Dodatkowo czges¢ doswiadczen
przeprowadzona byta z uzyciem jednojadrzastych komérek krwi obwodowej. W rozdziale Metody
szczegdtowo opisano zasady metod oraz przebieg wszystkich doswiadczen.

Doktorantka wykazata sie znajomoscig szeregu technik wykorzystywanych w biologii
molekularnej m.in. techniki z zakresu hodowli komérkowych, testy immunoenzymatyczne, Western
blotting, testy na zywotnosé komoérek, cytometria przeptywowa, spektrofotometria czy analiza
zdolnosci antyoksydacyjnej, analiza uszkodzert DNA (test kometowy). Sposéb przeprowadzenia
doéwiadczen zostat opisany przez Doktorantke bardzo doktadnie, krok po kroku. Doktorantka w
doéwiadczeniach stosowata takie komercyjne gotowe zestawy do oznaczen, zostaty one jednak
prawidfowo dobrane i rdwniez szczegbtowo zostato opisane wykonanie doswiadczen z ich uzyciem.
Rozdziat zawiera 3 tabele. Roznorodnoéé uzytych metod wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
Doktorantki do pracy doswiadczalnej. Warto wspomnie¢, e Doktorantka doskonalita swoje
umiejetnosci  uczestniczage w  dwoch  kursach  praktycznych  z  podstaw  techniki
immunoenzymatycznej ELISA oraz z technik blottingu w diagnostyce autoimmunizacyjnych chorob
uktadu pokarmowego oraz w 32 kursach teoretycznych.

Uzyskane wyniki przedstawiono przy uiyciu 18 czytelnych, starannie wykonanych i
chronologicznie i logicznie uloionych rycin oraz 2 tabel. Przebieg doswiadczenia oraz wyniki
uzyskane we wspotpracy z Uniwersytetem Medycznym w todzi zostaty zamieszczone na koricu pracy
w postaci suplementu. Badania te dotyczyly oznaczania profilu fitochemicznego badanych
ekstraktow roslinnych. W rozdziale Wyniki zaobserwowatam brak konsekwencji w stosowaniu (a
moze tylko w przedstawianiu wynikéw) zwigzkéw referencyjnych, w niektérych eksperymentach sg
to trzy zwiazki: kwas askorbinowy, kwercetyna, rutyna (ryc. 7 i 8 wykresy przedstawiajace wyniki z
zastosowaniem ekstraktow z jesionu — 3 zwigzki referencyjne, ekstrakt z ziaren kawy — 1 zwigzek
referencyjny, ekstrakt z lisci oliwki — dwa zwigzki referencyjne ale juz na ryc. 9i 10 przy wynikach z
uzyciem ekstraktu z ziaren kawy s3 ujete trzy zwigzki referencyjne, kolejna rycina 11 - tylko jeden

zwiazek referencyjny dla wszystkich pieciu badanych ekstraktéw itd.). Podobnie, nie jest wyjasniona
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rezygnacja z kilku stezen ekstraktow stosowanych zwiaszcza w pierwszych doswiadczeniach,
poczatkowo byt to zakres 2,5 — 25 pg/ml (piec¢ stezen) dla GCBE i OLE, w pdZniejszych badaniach
zakres 5 — 25 pg/ml (cztery stezenia)(ryc.9) , pdiniej znowu zakres od 2,5 pg/ml {ryc.10}), nastepnie
5 — 25 pg/mi, od ryciny 12 pokazano wyniki z zastosowania dwdch stezeri 5§ 25 pg/ml przy czym na
wykresie 12 i 13 przedstawiono dane z 4 ekstraktéw a na ryc. 15 brak danych ze stosowania
ekstraktu z lisci oliwki ale pokazano 3 stezenia. Wyjasnienie zastosowania konkanawaliny A pojawia
sie dopiero w rozdziale 9.7.2. podczas gdy uzyto tego zwigzku juiz we wczedniejszych
eksperymentach,

W rozdziale Dyskusja Doktorantka szerzej omawia uzyskane wyniki i pordwnuje je z
najnowszymi doniesieniami dostepnymi w literaturze Swiatowej. Dyskusje uzupetnia rycina
przedstawiajaca wptyw analizowanych ekstraktéw roslinnych na gtéwne szlaki sygnatowe
zaangazowane w proces fotostarzenia zainicjowany ekspozycja na promieniowanie UVA choc
niejasne jest zaznaczenie kolorem czerwonym finatowego etapu — nie wiadomo czy fotostarzenie
jest zahamowane czy nasilone,

Po podsumowaniu otrzymanych wynikéw w kilku punktach {rozdziat 11 Podsumowanie)
Doktorantka wyciagneta i zwigile przedstawita wnioski z wykonanych badarn {rozdziat 12 Wnioski).

Wyniki uzyskane przez Doktorantke wnoszg nowe, istotne informacje na temat ochronnego
dziatania ekstraktow otrzymywanych z nasion kawy, lisci oliwki i kory jesiondw przed szkodliwym
wplywem promieniowania UVA. Bardzo waine jest zidentyfikowanie przez Doktorantke
mechanizméw wewnatrzkomdrkowych, dzieki ktdérym badane ekstrakty wykazywaly swoje
wtasciwosci protekcyjne.

Do najwazniejszych osiagnieé zaliczyé mozna wykazanie, ze wszystkie analizowane ekstrakty
roslinne wykazuja skuteczne dziatanie fotoochronne wobec fibroblastow skory naswietianych
promieniowaniem UVA oraz ie dziatanie to wynika przede wszystkim z wiasciwosci
antyoksydacyjnych i przez to zdolnosci do hamowanla procesu starzenia i apoptozy oraz 2z
wilasciwosci przeciwzapalnych badanych ekstraktéw, Udowodniono, ze ekstrakty roslinne moduluja
wewnatrzkomdrkowe szlaki sygnalizacyjhe poprzez zmiang réwnowagi redox i przyczyniajg sie do
hamowania kaskad, w ktére zaangazowane sg biatka p53, AP-1 oraz czynnik transkrypcyjny NFkB, a

takze powodujg aktywacje kaskady biatka Klotho. Wyniki badan Doktorantki sugerujg, ze badane
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ekstrakty moga stanowi¢ sktadnik kosmetykéw przeciwstonecznych zapewniajgc ochrong przeciw
promieniowaniu UVA jednoczesnie pozwalajgc na zmniejszenie zawartosci syntetycznych filtrow w
tych kosmetykach.

Uzywane w pracy skroty wyszczegélnione zostaly na poczatku pracy, podane zostato petne
rozwiniecie w jezyku angielskim oraz uzywana nazwa polska.

Umieszczony na koficu spis literatury obejmuje 204 pozycji z szerokiego okresu od roku 1968
do najnowszych publikacji z 2023 roku. Jednak wigkszo$¢ prac cytowanych w rozprawie (58% pozycji
literaturowych) to artykuty z ostatnich pieciu lat, opublikowane od roku 2018. Co waine, najnowsze
artykuty zostaty wykorzystane w rozdziale Dyskusja, a wiec Doktorantka poréwnuje swoje wyniki z
jak najbardziej aktualnymi doniesieniami. Przy kilku pozycjach literaturowych brak np. numeru
czasopisma i stron lub doi albo roku wydania, np. Pratiwi, L. Coffea: The Application of green
Components in Cosmetics Formulation. Majalah Obat Tradisional, 26(3}, 174-187 — brak roku
publikacji. W jednym przypadku brak podstawowych danych publikacji: Santhra Krishnan, P., Salian,
A., Dutta, S., & Mandal, S. A roadmap to UV-protective natural resources: classification,
characteristics, and applications.

Autorka rozprawy jest wspotautorem artykutu oryginalnego opublikowanego w liczacym sig
czasopismie zagranicznym o zasiegu $wiatowym ze wspodtczynnikiem IF: 4,6 i punktami MEIN = 140.
Uczestniczyta takie w licznych krajowych konferencjach prezentujac uzyskane wyniki zarowno w
formie ustnej jak i plakatowej.

Manuskrypt przygotowany zostat starannie, bez bledéw gramatycznych, ortograficznych i
tzw. literéwek i bez nadmiernego uzywania zapozyczen z jezyka angielskiego. Czytanie utrudniajg
jedynie liczne btedy interpunkcyjne oraz czeste powtérzenia tresci.

Podsumowujac, praca zawiera elementy nowosci, doswiadczenia i model badawczy sg
przemyslane i zaplanowane prawidtowo, a uzyskane wyniki wnosza nowa wiedzg na temat
potencjalnego zastosowania ekstraktéw otrzymywanych z nasion kawy, lisci oliwki oraz lisci i kory
jesionéw wyniostego i koreanskiego w ochronie przed szkodliwym wptywem promieniowania UVA |
stanowia oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Opisane drobne uchybienia nie maja

wpltywu na ogdlng pozytywna ocene pracy.
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Przedstawiona do recenzji praca w pelni odpowiada warunkom stawianym rozprawom

doktorskim i uzasadnia nadanie Pani mgr Paulinie Machale stopnia naukowego doktora, Zwracam
siec do Komisji do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu
tédzkiego o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Machaty do dalszych etapéw postgpowania
doktorskiego.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie Prawo o Szkolnictwie WyZszym |

Nauce z dn. 20 lipca 2018 r. z pééniejszymi zmianami (Dz.U. z 20.07.2018 r. art. 187 ust. 1 -4).

dr hab. n.med. prof. uczelni Elzbieta Rgbas

tddz, 21 wrzesnia 2023
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