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Ocena pracy doktorskiej pt.

Ocena protekcyjnego wplywu oleju z nasion szartatu wyniostego
(Amaranthus cruentus) na fibroblasty skoéry ludzkiej poddane dziataniu
promieniowania UVA

wykonanej przez
mgr Katarzyne Wotosik

w Zaktadzie Chemii Lekow Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

W grupie czynnikéw fizycznych promieniowanie stoneczne stanowi jeden
z najbardziej wszechobecnych  Srodowiskowych  czynnikéw  stresowych.
Promieniowanie, szczegdlnie w zakresie UVA, nieustannie oddziatuje na skore,
wptywajgc na jej wyglad i kondycje, zaréwno w sposéb zauwazalny na co dzien, jak
i w sposob odlegly w czasie, powodujgc jej nieodwracalne uszkodzenia.
Promieniowanie stoneczne stanowi najistotniejszy czynnik, wptywajacy na
przyspieszenie procesu starzenia skdry, nazywanego fotostarzeniem. Wyrdznia sie
dwa mechanizmy fotostarzenia, z ktorych pierwszy polega na produkowaniu
reaktywnych form tlenu (RFT) pod wptywem UVA. Zwiekszona ilo$¢ RFT moze
prowadzi¢ do uszkodzert DNA, zaburzenia biosyntezy kolagenu oraz smierci komarki
na drodze apoptozy. Drugi mechanizm opiera sie na bezposredniej interakcji
promieniowania UVB z DNA komdrkowym i indukowaniu powstawania jego
uszkodzenl. Dodatkowo w wyniku oddziatywania RFT zmianom strukturalnym ulega
kolagen. Zmniejszona jego ilos¢ w wyniku oddziatywania promieniowania UVA odbywa
sie na wielu ptaszczyznach. Zaburzeniom ulega zaréwno proces biosyntezy na poziomie
substratowym (uposledzenie aktywnosci prolidazy dostarczajgcej podstawowego
aminokwasu — proliny- do jego syntezy), na poziomie transkrypcyjnym (zmiany
w przekaZznictwie sygnatu do jgdra komoadrkowego oraz zmiany ekspresji gendw
kolagenu typu | poprzez aktywacje NFkB) oraz na poziomie jego degradacji poprzez
aktywacje metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej (MMP).
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Promieniowanie UVA powoduje wzrost ekspresji biatka p53, ktére odgrywa kluczowa rolg
w kierowaniu komarek na droge przezycia lub apoptozy. W wyniku przewlektego napromieniowania,
$mieré komérek moze prowadzi¢ do trwatego uszkodzenia tkanek skory. Aby zachowac integralnosé
bariery skdrnej, reakcje na UV dodatkowo mogg obejmowac mechanizmy, dzigki ktérym komorki moga
przetrwac¢ w warunkach stresu. Jednym z tych mechanizmow jest sygnalizacja serynowo-treoninowej
kinazy Akt z kinazg serynowo-treoninowa mTOR, wzajemnie oddziatujgcg z biatkiem p53 i pojawiajaca
sie jako potencjalny regulator zycia i $mierci napromieniowanych komorek skory. W konsekwencji
oddziatywania promieniowania UV na komérki, dochodzi do ich zaprogramowanej $mierci na drodze
apoptozy, podczas ktérej aktywowane s3 proteazy cysteinowe, zwane kaspazami. Dtugotrwata
ekspozycja na UV moze powodowac wiele niekorzystnych zmian struktury, funkcji i wygladu skory.
Zjawiska zachodzace w skdrze pod wpltywem Swiatfa sa zwigzane z procesem zapalnym. Przewlekte
oddziatywanie UVA powoduje stan zapalny skéry wiasciwej z uwalnianiem cytokin i czynnikéw wzrostu,
w tym jgdrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Aktywowany NF-kB odgrywa role w regulacji
ekspresji roznych gendéw zaangazowanych w odpowiedzi immunologiczne i zapalne m.in.: ekspresje
cyklooksygenazy COX-2, enzymu zwigzanego z procesem zapalnym. Nadmierna ekspozycja skéry na
promieniowanie stoneczne, wigze sie ze zwiekszong produkcja reaktywnych form tlenu i azotu, co
skutkuje stresem oksydacyjnym, stanem zapalnym, immunosupresjg, produkcjg metaloproteinaz
macierzy, uszkodzeniami DNA czy mutacjami.

W organizmie istniejg naturalne mechanizmy pozwalajagce zmniejsza¢ negatywne skutki
oddziatywania RFT. Dziatanie tego systemu polega na niedopuszczeniu do powstawania i oddziatywania
reaktywnych rodnikéw ze sktadnikami komdrki lub na przerywaniu taficuchowych reakcji
wolnorodnikowych. W sktad tych wewnatrzkomérkowych mechanizmdw antyoksydacyjnych wchodza:
antyoksydanty drobnoczasteczkowe (np.: witamina C, witamina E, koenzym Q, karoteny, glutation,
pierwiastki sladowe) oraz antyoksydanty wielkoczasteczkowe (enzymatyczne), do ktérych naleia:
dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationu czy reduktaza glutationu. Na skutek
dziatania czynnikéw zewnetrznych, w tym promieniowania UV, wewngtrzkomorkowe antyoksydanty
ulegajg zubozeniu i z tego powodu poszukuje sie nowych substancji pochodzenia zewnetrznego, ktdére
beda takie dziatanie wykazywaty.

Nalezy podkresli¢, iz przedmiotem ciggtego zainteresowania zaréwno naukowcow, jak i firm
kosmetycznych, sg zagadnienia ochrony skoéry przed promieniowaniem UV. Nowoczesne preparaty
kosmetyczne zawierajg w swoim sktadzie sktadniki o potencjalnym dziataniu antyoksadacyjnym lub/i
ochronnym wzgledem tego promieniowania. W nowoczesnej kosmetologii obserwuje sie wiec rosnace
zainteresowanie wzbogacaniem receptur kosmetykéw naturalnymi sktadnikami o dziataniu
protekcyjnym i antyoksydacyjnym np.: olejami roslinnymi.

Opierajgc sie na najnowszych doniesieniach naukowych mozna stwierdzi¢, iz oleje roélinne,
w tym olej rokitnikowy, olej z pestek dyni, sezamowy, z wiesiotka czy awokado, posiadajg potencjat
fotoprotekcyjny i antyoksydacyjny. Do tej pory, nieliczne sg badania nad olejem z nasion szartatu
wyniostego (Amaranthus cruentus), ktorego sktad chemiczny sugeruje potencjat antyoksydaycjno-
fotoprotekcyjny. Olej ten, pomimo niskiej zawartosci lipidow (4.8% - 8.9%), wyrdznia sie obecnosciag
nienasyconych kwaséw ttuszczowych, wsréd ktérych przewaza kwas linolowy, powszechnie stosowany
jako antyoksydant. Dodatkowo olej ten zawiera skwalen, pochodne witaminy E, m.in.: y-, 6-tokotrienole
oraz fitosterole, skfadniki niewystepujace jednoczeénie w innych znanych olejach roélinnych,
a posiadajace duzy potencjat oksydoredukcyjny i tym samym dajgce perspektywe zastosowania oleju
amarantusowego w preparatach kosmetycznych, ktérych celem jest zapobieganie procesowi
fotostarzenia, jako naturalny filtr ochronny i antyoksydant.

Uzasadnionym zatem celem badan, przediozonej do recenzji rozprawy doktorskiej
mgr Katarzyny Wotosik, byta ocena wptyw oleju z nasion szartatu wyniostego i skwalanu (stabilnej
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i nasyconej pochodnej skwalenu) na procesy biochemiczne w modelu komérkowym fibroblastéw skéry
ludzkiej, poddanych dziataniu promieniowania UVA

Tytut dysertacji Doktoranki zostat prawidtowo sformutowany i w petni odzwierciedla cel badan.
Wybor tematu pracy doktorskiej uwazam za trafny, zgodny z kierunkiem wspdtczesnych badan
naukowych i aktualnym stanem wiedzy. Podejmowany problem uwazam za uzasadniony, niezwykle
wazny zarowno: i/ z punktu widzenia naukowego, ii/ znaczenia medycznego oraz iii/ spotecznego,
z uwagi na fakt, iz zaburzenia réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej na poziomie komérkowym leia
u podstaw rozwoju wielu choréb cywilizacyjnych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje 149 strony tekstu wraz
z pismiennictwem. Tekst pracy zawiera typowe dla opracowar naukowych rozdziaty, z zachowaniem
wiasciwych proporciji. Dodatkowo w pracy zamieszczono wykaz skrotow stosowanych w tekscie pracy,
co bardzo utatwia ocene dysertacji.

We Wstgpie Doktorantka w oparciu o obszerne pismiennictwo przedstawita aktualng wiedze
z zakresu charakterystyki promieniowania ultrafioletowego, procesu fotostarzenia, apoptozy oraz
kolagenu. W kolejnym podrozdziale dokonata i/ systematyki rodzaju Amaranthus i gatunku Amaranthus
cruentus, ii/ opisu botanicznego gatunku Amaranthus cruentus oraz iii/ analizy sktadu chemicznego
nasion szartatu wyniostego. Na uwage zastuguje fakt, iz ostatni podrozdziat tej czesci pracy Autorka
poswiecita charakterystyce badanego oleju z nasion szarfatu wyniostego oraz badanego skwalanu.
Zagadnienia omdwione na 36 stronach Wstepu zostaly dodatkowo uzupetnione 7 rycinami oraz
4 tabelami. Nalezy podkresli¢, iz oméwione we Wstepie pracy zagadnienia $wiadcza o bardzo dobrym
przygotowaniu Doktorantki do podjecia badar, bedacych podstawg pracy doktorskiej, a takze stanowig
wprowadzenie do postawionego celu badan.

Przedstawiony przez Panig mgr Katarzyne Wotosik cykl badan stanowi starannie zaplanowany
i dobrze przemyslany panel eksperymentalny umozliwiajacy analize zatozonej hipotezy badawcze].
Realizacja postawionego celu pracy wymagata od Doktorantki dokonania oceny i/ przezywalnosci
komérek, apoptozy metoda cytometrii fluorescencyjnej oraz ocene ekspresji biatek kaspazy-3/9 i p53,
ii/ generowania reaktywnych form tlenu, poziomu tioli zredukowanych oraz ekspresji czynnika Nrf2,
iii/ syntezy DNA oraz ekspresji biatka PARP, iv/ syntezy kolagenu oraz zwigzang z tym procesem ocene
aktywnosci prolidazy, ekspresji receptora Bl-integrynowego, fosforylowanej formy kinazy ERK1/2 i p38
oraz transformujgcego czynnika wzrostu TGF-B, v/ pro przezyciowych biatek: receptora
insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF-IR, zwigzanej z nim kinaz p-Akt i mTOR vi/ prozapalnych biatek
NFkB i COX-2 oraz vii/ oceny migracji i proliferacji komérek w modelu gojenia rany z wykorzystaniem
scratch test’u. Szczegbtowy opis zastosowanych metod badawczych zostat zamieszczony w rozdziale
»Materiat i Metody”. Przedstawione metody s co do zasady aktualne i adekwatne do rozwigzywanych
probleméw naukowych i w zdecydowanej wigkszosci nie budza zadnych watpliwoéci. Na uwage
zastuguje fakt, iz w pracy zastosowano nowoczesne techniki badawcze, w tym fluorescencyjng
cytometrig obrazowq oraz fluorescencyjng analize ekspresji biatek przy pomocy bioobrazowania
z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjny BD Pathway 855. Pojawito sie jednak kilka zagadnien,
ktore w mojej opinii wymagaja wyjasnienia lub przedyskutowania:

i/ co stanowito kryterium wyboru dla zastosowanej w badaniach linii komérkowej fibroblastéw
skory ludzkiej — prosze o przedyskutowanie dlaczego nie zastosowano linii komérkowych ludzkich
melanocytéw czy keratynocytdw.
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i/ co stanowito kryterium wyboru dla zastosowanej w badaniach dawki promieniowania UVA -
10 J/cm?.

iii/ czy podczas procedury na$wietlania komérek zastosowano PBS z dodatkiem jondéw wapnia
i magnezu, gdyz w przypadku niektorych linii komérkowych naswietlanie promieniowaniem UVA
w obecnosci PBS nie wzbogaconego o te sktadniki moze przyczyni¢ sig do niekontrolowanego odklejania
komorek.

Sformufowanie powyiszych pytan wynika jedynie z przywileju recenzenta, z ktorego
skorzystatem i w zadnym wypadku nie ma charakteru uwag krytycznych. Powyisze pytania moga
natomiast stanowi¢ wskazowki w kierunku doskonalenia warsztatu badawczego oraz interesujacy
przedmiot dyskusji na polu naukowo-akademickim.

Uzyskane wyniki badar zostaty zredagowane na 50 stronach pracy w rozdziale , Wyniki” oraz
udokumentowane szczegétowo na 39 rycinach. W tej cze$ci Autorka dokonuje zasadniczego omowienia
wynikéw. Nalezy podkresli¢, iz rozdziat ten $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnienia oraz
dobrym przygotowaniu do realizacji badan.

Przeprowadzone badania pozwolity na sformufowanie uzasadnionych wnioskow,
korespondujacych z zatozonym celem pracy i wnoszacych nowe istotne informacje do aktualnego stanu
wiedzy. W mojej opinii najistotniejszymi efektami prowadzonych badan byto wykazanie iz:

i/ promieniowanie UVA w dawce 10 J/cm2 pobudza ekspresjg biatek p53, kaspazy -3 i -9, PARP,
powstawanie reaktywnych form tlenu, oraz obniza iloé¢ zredukowanych tioli, uposledzajac biosynteze
DNA, przezywalno$¢ fibroblastéw i indukujac wewnatrzpochodny proces apoptozy. Zastosowanie oleju
z nasion szartatu wyniostego oraz skwalanu odwracato niekorzystne efekty wywotane przez UVA na
badane procesy;

li/ promieniowanie UVA obniza ekspresje receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-
IR) oraz biatek przekaznikowych p-AKT i mTOR. Zastosowanie oleju amarantusowego oraz skwalanu
dziatato protekcyjnie na omawiany proces;

li/ promieniowanie UVA uposledza biosynteze kolagenu oraz aktywno$¢ prolidazy, ekspresjg
receptora Bl-integrynowego, fosforylowanych form kinaz ERK1/2 oraz czynnika TGF-B, natomiast
pobudza ekspresje kinazy p38. Zastosowanie oleju z nasion szartatu wyniostego oraz skwalanu
odwracato niekorzystne efekty wywotane przez UVA na badane procesy;

iv/ promieniowanie UVA indukuje ekspresje i translokacje do jadra komérkowego prozapalnego
czynnika NF-kB oraz nasila ekspresje COX-2. Zastosowanie oleju z nasion szartatu wyniostego i skwalanu
powodowato znaczne zahamowanie ekspresji tych czynnikéw;

v/ olej z nasion szartatu wyniostego i skwalan nasila stymulowana przez UVA ekspresjg
i translokacje do jadra komérkowego czynnika Nrf2 co stanowi molekularny mechanizm stymulacji
systemu antyoksydacyjnego w fibroblastach;

vi/ olej z nasion szarfatu wyniostego oraz skwalan stymuluja proliferacje i migracje fibroblastéw
w modelu gojenia ran. Po ekspozycji komorek na promieniowanie ultrafioletowe, olej amarantusowy
pobudzat proces gojenia, natomiast skwalan w nieznacznym stopniu wptywat na ten proces.

vii/ olej z nasion szartatu wyniostego oraz skwalan moga stanowi¢ potencjalne preparaty
o dziataniu przeciwdziatajacym niekorzystnym efektom wywotanym przez UVA na skére.

Cytowane przez Doktorantke 148 pozycje pi$miennictwa naukowego odzwierciedla rzetelnie
stan wiedzy w obrebie omawianego tematu. Warto podkreslic, iz 47/148 pozycji, co stanowi okoto 32%
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wszystkich danych literaturowych - to doniesienia z ostatnich 10 lat, a spoéréd nich 21/47 pozycji (okoto
45%) to prace opublikowane w ciggu ostatnich 5 lat, co wskazuje na duzg aktualno$¢ podjetego do oceny
przez Doktorantke problemu naukowo-medyczno-spofecznego. Rozprawa doktorska zostata zakoriczona
Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki sg oryginalne i zaprezentowane w rzetelny sposéb. Autorka
postuguije sig fachowym stownictwem, co $wiadczy o dobrej orientacji w badanej dziedzinie. Tre$¢ pracy
napisana jest starannie, zwarcie i utrzymana jest w logicznej sekwencji.

Z duzg satysfakcjg pragne podkreéli¢ wartosci poznawcze przedstawionych do oceny badan
naukowych. Uzyskane wyniki dla przeprowadzonych analiz potwierdzajg hipoteze o protekcyjnych
i antyoksydacyjnych wiasciwosciach oleju z nasion szarfatu wyniostego i skwalanu. Stanowi to podstawe
do prowadzenia dalszych badari nad zastosowaniem badanych substancji w formulacjach o dziataniu nie
tylko pielegnacyjnym, ale réwniez fotoochronnym, antyoksydacyjnym i regeneracyjnym.

Reasumujgc wyrazam opinie, ze przedstawiona do recenzji praca odpowiada wymogom
stawianym rozprawom na stopien naukowy doktora, co w konsekwencji upowaznia mnie do wystapienia
z wnioskiem do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, o przyjecie rozprawy doktorskiej
i dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Wotosik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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