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Recenzja pracy doktorskiej pt.:

»0Ocena ochronnego dziatania ekstraktu z mtodego jeczmienia na fibroblasty skory
ludzkiej”, wykonanej przez mgr Krystyne Joanne Gromkowska-Kepka w Zaktadzie
Bromatologii, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku pod kierunkiem naukowym
dr hab. n. farm. Renaty Markiewicz-Zukowskiej

Ocena wyboru tematu

Skara jest zewnetrznym organem ludzkiego organizmu, ktéry taczy w sobie liczne funkcje
fizjologiczne, a jej stan czynnosciowy jest wektorem ogdlnego stanu zdrowia cztowieka. To
takze jedna ze sktadowych szeroko pojetej definicji piekna ludzkiego ciata, w ktérg wpisuja sie
nie tylko idealne proporcje ciata, piekne rysy twarzy, lecz takze pozbawiona skaz i zmarszczek
skora. Nie jest zatem zaskoczeniem, ze dbatos¢ o jej wyglad zewnetrzny jest czynnoscia, ktdra
towarzyszy cztowiekowi od zarania dziejow. Oczywiscie, dostepny arsenat srodkéw do jej
pielggnacji - na przestrzeni kolejnych epok historycznych byt zréznicowany i podlegat
kanonowi piekna charakterystycznego dla danego okresu w dziejach ludzkosci. Problem
szerokiej gamy srodkow upiekszajagcych nabrat szczegélnego znaczenia na przestrzeni
ostatnich dziesiecioleci z uwagi na ogromng ilosé¢, dostepnych na rynku S$rodkow
kosmetycznych, dokonywanych w gabinetach kosmetycznych zabiegéw upiekszajacych oraz
moda na catoroczng ,piekng letnig opalenizne”. Konsekwencjg sg zaburzenia funkg;ji
fizjologicznych tego narzadu, prowadzgce do niespotykanego w historii medycyny rozwoju
choréb skory. Problem ten poteguja, zanieczyszczenie srodowiska naturalnego oraz
niewtasciwy styl zycia, ktorego sktadowg jest migdzy innymi niewtasciwy sposob zywienia.
Indukowana postepem cywilizacyjnym, szczegdlnie niekorzystna jest ta pierwsza sktadowa,
niszczgca warstwe ozonowy, i w konsekwencji silniejsze oddziatywanie promieniowania UV
przyspieszajacego procesy starzenia, wywotujgcego liczne choroby skéry, indukujgcego
kancerogeneze. Problem dodatkowo komplikuje cata gama srodkoéw kosmetycznych, ktérych
celem jest ochrona przed promieniowanie UV-A i UV-B. Dziatajgc z jednej strony ochronnie, z
drugiej mogg nasilac reakcje fotoalergiczne.

W swietle powyzszych faktéw podejmowanie dziatan zmierzajgcych do pozyskiwania
nowych, bezpiecznych preparatéw kosmetycznych, wydaje sie w petni uzasadnione. Te droge
wybrata rowniez Doktorantka, ktéra pod kierunkiem naukowym dr hab. Renaty Markiewicz-
Zuchowskiej, podjeta sie ambitnego zadania, dotyczacego oceny przydatnosci mtodych czesci



lisciowych jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L) pod katem bezpiecznego i
skutecznego dziatania fotoprotekcyjnego. Wybor tematu pracy doktorskiej nie zostat
dokonany przypadkowo, lecz poprzedzita go dogtebna analiza pismiennictwa z tego zakresu,
wskazujgca na brak prac z tego obszaru badan.

Ocena uktadu redakcyjnego pracy

Rozprawa doktorska mgr Krystyny Joanny Gromkowskiej-Kepka jest opracowaniem
obejmujgcym 152 strony maszynopisu. Przedstawiona do oceny dysertacja zostata napisana
w sposob zgodny z ogélnymi wymogami, przyjetymi w tego typu opracowaniach. Proporcje
pomiedzy poszczegdlnymi czesciami pracy nie budzg zastrzezen. Praca jest napisana jezykiem
komunikatywnym, a drobne btedy logiczne i stylistyczne wystepujg rzadko. Problematyka
badawcza zostata opisana w sposéb wyczerpujgcy. Uktad redakcyjny pracy obejmuje 12
rozdziatow — zréznicowanych tematycznie i objetosciowo. Obejmujg one: wstep — bedacy
przegladem pismiennictwa naukowego z zakresu prowadzonych badan, cel pracy -
zawierajgcy pytania badawcze, materiati obszerng metodyke —uwzgledniajgca przygotowanie
ekstraktéow, oznaczanie zawartosci sktadnikéw mineralnych i metali ciezkich, zwigzkow
polifenolowych, catkowitego statusu antyoksydacyjnego oraz aktywnosci biologicznej
ekstraktow z mtodego jeczmienia, wynikow badan, ich omdwienia i dyskusji, wnioskow,
streszczen w jezyku polskim i angielskim, pismiennictwa, wykazu tabel i rycin. Catosc¢
poprzedzona jest wykazem skrotow. Praca zawiera tgcznie 15 tabel — przy czym tabele 1 do 6
zostaly zamieszczone w czesci teoretycznej pracy oraz metodyce badan, kolejne — 7 do 15
zamieszczono w rozdziale Wyniki. Rozdziat ten zawiera rowniez 13 rycin, na ktorych
zaprezentowano wyniki badan. Zarowno tabele jak i ryciny zostaty zaprojektowane w sposéb
prawidtowy, a ich estetyka jest na najwyiszym poziomie. Pewne watpliwosci recenzenta,
budzg tabele 10 do 15, ktore wytamujg sie z tradycyjnego charakteru tabeli wynikowej, i nie
do konca zgadzam sie z takim rozwigzaniem. Oczywiscie, fakt ten nie obniza wartosci
praktycznych i poznawczych przeprowadzonych badan, a dotyczy jedynie formy
prezentowania wynikéw badan. Omawiajgc uktad redakcyjny dysertacji, z obowiazku
recenzenta, chciatbym jeszcze zwrdcic uwage na kilka kwestii, ktore nie majg charakteru
merytorycznego, lecz redakcyjny, i nie wptywajg na ostateczng oceneg pracy. Dla recenzenta
niezrozumiate jest pozbawienie czesci teoretycznej pracy jakichkolwiek elementéw
graficznych, ktore bedac dopetnieniem tekstu, w istotny sposdb utatwiajg jego percepcje.
Wydaje sie rowniez, ze rozdziat 1.2. zyskatby na przejrzystosci, gdyby byt inaczej zredagowany,
a niektére fragmenty z dyskusji wynikéw z powodzeniem mogtyby wzbogaci¢ czesé
teoretyczng dysertacji. Warto pamietac, ze zdan nie rozpoczynamy od akroniméw (str. 10, 19,
25, 28...), we wzorach chemicznych (str. 20, 21, 34), nalezy wykorzysta¢ dostepny w kazdym
edytorze tekstu tzw. ,indeks dolny”, wzory na obliczanie % btedu oraz wspdiczynnika
zmiennosci, nie majg opisow (str. 54, 55). Dla recenzenta, niezrozumiate jest réwniez
sformutowanie ,fotodermatozy o podtozu immunologicznym (idiopatyczne) — str. 22.
Idiopatyczny — to znaczy majacy nieznane podtoze. Wydaje sie rowniez, ze niewielkich
poprawek redakcyjnych wymagaja tabele VIl (wartos¢ wspoétczynnika zmiennosci dla Se) oraz
tabela IX (zamiast ,norma dla Cd, Ph, Hg, lepiej bytoby uzy¢ zwrotu ,najwyzsza dopuszczalna
zawartosc”). Niezbyt dobrze wyglada réwniez tabela VIl z nieuporzgdkowanymi miejscami
dziesietnymi. Stownik terminéw mozna by byto uzupetni¢ wykazem skrétow pojawiajgcych sie
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w dysertacji — np. GAG, PG, UVA, UVB). Nalezy podkresli¢, ze bedgcy przedmiotem dysertacji,
szeroki zakres badan, w sposob oczywisty komplikuje opracowanie obszernego materiatu
badawczego. W konkluzji nalezy jednak stwierdzi¢ z catg stanowczoscig, ze Doktorantka
bardzo dobrze poradzita sobie z opracowaniem poszczegolnych czesci pracy. Zaréwno pod
wzgledem formy, jak i tresci dysertacja prezentuje sobg opracowanie tworzace zwarta
logiczng catosc.

Bibliografia i znajomos¢ omawianej przez Doktorantke problematyki

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera bardzo obszerng, obejmujgca 268 pozycji
piémiennictwa bibliografie, ktora zostata starannie dobrana i wyselekcjonowana ze zbioréw
swiatowego pismiennictwa i uzupetniong z uwagi na specyfike tematu badan — stosownymi
rozporzadzeniami. W wiekszosci (okoto 90 % ogdtu cytowanych prac), to pozycje zagraniczne,
uzupetnione wybranymi pracami polskojezycznymi. Co ciekawe — pismiennictwo jest
praktycznie pozbawione odnosnikow do stron internetowych (tylko dwa niezbedne
»wejscia”). W opinii recenzenta, podnosi to wartos¢ bibliograficzng dzieta, bowiem zgodnie z
zasadami evidence base medicine/nutrition... , tylko wyniki badan opartych na wiarygodnych,
aktualnych i istotnych faktach, spefniaja wymogi EBM. Niestety, strony internetowe,
najczesciej sa pozbawione tych cech. Na uwage zastuguje fakt, ze 3/4 ogdétu cytowanych prac
pochodzi z ostatniej dekady. To niewatpliwy sygnat, potwierdzajgcy aktualnos¢ i celowosc
podjetej problematyki badawczej. To takze wyraz dbatosci Doktorantki o zapewnienie sobie
wszechstronnej wiedzy w zakresie realizowanego zadania badawczego. Sprawdzianem tej
wiedzy jest dobrze zredagowany wstep — bedgcy de facto czescig teoretyczng pracy. Nalezy
podkreslic, ze zawartosc tresciowa poszczegdinych podrozdziatow, nie jest przypadkowa, i w
sposob celowy wprowadza w istote problemu ochrony skéry przed promieniowaniem UV.
Oczywiscie, poprzedzajg go podstawowe informacje dotyczace budowy i funkcji skéry oraz
czynnikow wewnagtrz- i zewnatrzpochodnych wplywajacych na skére. Nalezy podkresli¢
logiczny uktad czesci teoretycznej — od ogoétu do szczegétu. Baze stanowig podstawowe
informacje zwigzane z budowg i fizjologig skory. Kolejne dwa rozdziaty charakteryzuja
wybrane czynniki patogenetyczne —ze szczegdlnym zwrdéceniem uwagi na promieniowanie UV
oraz opis metod ochrony skéry przed tym promieniowaniem. Fragmentem finalnym czesci
teoretycznej jest rozdziat opisujacy pod wzgledem farmakognostycznym, a moze lepiej
yfunkcjonalnym”, mtode czesci lisciowe rosliny jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L. ),
bedacego przedmiotem badan Doktorantki. Na kanwie tych informacji, przekonywujgco brzmi
uzasadnienie podjetych przez Doktorantke badan — cytujgc za Doktorantka ,,... kontrowersje
zwigzane ze stosowaniem produktow fotoochrennych staty sie bodzcem do poszukiwan
alternatywnych filtrow, np. pochodzgcych ze zrédet roslinnych....”. Podsumowujgc czesé
teoretyczng nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wykazata dobrg znajomosc¢ pismiennictwa
naukowego zwigzanego tematycznie z szercko pojetg problematyka wplywu czynnikow
wewnetrznych, jak i zewnetrznych na stan czynnosciowy skory.

Ocena merytoryczna pracy

Dobrze napisany — z zachowaniem umiaru, zaréwno pod wzgledem tresci jak i formy
wstep, wprowadza czytelnika w istote podjetych przez Doktorantke badan. Nadrzednym
celem badawczym byta cyt. explicite ,,ocena ochronnego dziatania ekstraktéw z miodego



jeczmienia na fibroblasty skory ludzkiej poddane dziataniu promieniowania UV”. Szczeg6towe
cele zostaty opisane pod postacig szesciu zadarn badawczych dotyczgcych: oceny potencjatu
antyoksydacyjnego i sktadu pierwiastkowego ekstraktéw z mtodego jeczmienia, oceny
cytotoksycznosci, wplywu na biosynteze DNA, na cykl komodrkowy fibroblastéw, wpiywu
ekstraktow na migracje fibroblastéw oraz aktywnos¢ MMP-2 oraz MMP-9. Precyzyjnie ujete
cele szczegétowe wrecz prosza sie o sformutowanie ich pod postacig hipotez badawczych.
Oczywiscie, uwaga ta nie dotyczy pierwszego zadania badawczego, ktére w opinii recenzenta
powinno miec charakter drugoplanowy. Taki uktad celéw badawczych wyakcentowatby w
sposob bardziej wyrazisty osiggnigcia Doktorantki w aspekcie waloréw praktycznych i
poznawczych przeprowadzonych badan.

Sformutowane w pytaniach badawczych cele, staty sie podstawa do przeprowadzenia
eksperymentu badawczego i uzyskania wynikow badaid, na podstawie ktdrych
przeprowadzono ich analizg, dyskusje i przedstawiono wnioski koncowe. Uwage zwraca
ciekawie zaprogramowana metodyka badan, ktéra w zaleznosci od obszaru poszukiwan
Doktorantki zostata ukierunkowana gtdwnie na uzyskanie jak najbardziej wiarygodnych,
rzetelnych i obiektywnych wynikéw. Material badawczy stanowily ekstrakty wodne,
metanolowe, etanolowe oraz PBS-owy (buforowana fosforanem sol fizjologiczna),
sproszkowanych sokéw z miodego jeczmienia, sproszkowanej trawy jeczmiennej oraz
chlorofilu — dostepnych pod postacig suplementéw diety. Zawartosc sktadnikéw mineralnych
(Zn, Cu, Se) oraz metali ciezkich (Cd, Hg, Pb) oznaczono metodg atomowej spektroskopii
absorpcyjnej, zawartos¢ zwigzkow  polifenolowych  (TCP) i catkowitego statusu
antyoksydacyjnego (TAS) — metoda spektrofotometryczng. Aktywnosc biologiczng ekstraktow
z mtodego jeczmienia przeprowadzono w modelu hodowli komérkowej in vitro, w trzech
uktadach doswiadczalnych: bez UV (kontrola), po 24-godzinnej inkubacji komaérek badanymi
ekstraktami (UV 24h —ocena dziatania ochronnego ekstraktow) oraz UV Oh — ekstrakty dodano
po 24 godzinnej ekspozycji na promieniowanie UV (ocena wfasciwosci naprawczych
ekstraktow). Cele szczegotowe osiggnieto wykorzystujgc: test MTT do oceny toksycznosci,
metode radioizotopowa do pomiaru wbudowywania znakowanej trytem tymidyny do DNA —
wptyw ekstraktow na biosynteze DNA, metody obrazowej — wplyw ekstraktow na cykl
komorkowy fibroblastow, metode zymografii zelatynowej — wptyw ekstraktow na ekspresje
metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9) oraz ,scratch testu” — wptyw ekstraktow na migracje
komorek fibroblastow skory ludzkiej. Umieszczenie w recenzji powyzszego ,,metodycznego”
fragmentu nie jest przypadkowe, bowiem w opinii recenzenta, zastosowana metodyka
badawcza zostata dobrana w sposéb przemyslany, zoptymalizowany na uzyskanie
kompleksowej odpowiedzi na postawione pytania badawcze. Nie mijajgc sie z prawdg, mozna
zaryzykowac twierdzenie, ze zastosowane procedury badawcze, mogg by¢ wzorem dla
prowadzenia podobnych badan. Szkoda jedynie, ze tak szeroko zaprogramowane badania nie
zostaty udokumentowane schematem badan. Zakres analizowanych parametrow jest
imponujgcy, co swiadczy o pracowitosci i dociekliwosci naukowej Doktorantki, jednakze z
drugiej strony, ta mnogos¢ zmiennych utrudnia interpretacje i dyskusje wynikow.

Uzyskane wyniki badan maja zaréwno aspekty poznawcze jak i praktyczne. Co prawda,
w piSmiennictwie z tego zakresu mozna znalezc prace, ktére wskazujg na korzystne dziatanie
preparatow z mtodego jeczmienia na stan czynnosciowy skory, jednakze badanie ich wptywu
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na fibroblasty skory ludzkiej ma charakter unikatowy. Wstepna dwuetapowa ,selekcja
ekstraktow” (I etap — ubogi profil antyoksydacyjny, wysoka zawartosé Pb, Il etap — ocena
cytotoksycznosci), do dalszych etapow badan nad wptywem ekstraktéw z mtodego jeczmienia
na fibroblasty skéry ludzkiej linii NHSF w badaniach in vitro z zastosowaniem praomieniowania
UV wybrano ekstrakty: 70% etanolowy ekstrakt z trawy jeczmiennej (A.4) oraz PBS-owy z soku
z miodego jeczmienia (E.2). Kluczowym osiggnigciem dokonan badawczych Doktorantki byto
wykazanie, ze zaréwno A.4 jak i E.2 powodujg wzrost przeiywalnosci i przy$pieszenie migracji
fibroblastow oraz wzrost biosyntezy DNA (model UV 24h — ochronne dziatanie) w sytuacji
oddziatywania na nie promieniowania UV w dawce 25mJ/cm? Wykazano réwniez hamujacy
wplyw A.4i E.2 na aktywnos$¢ metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 (za wyjatkiem E.2 w dawce 25
ng/ml), a takze wzrost ilosci komorek w fazie S cyklu komérkowego. Powyzsze wyniki wskazujg
zatem na dziatanie zaréwno ochronne jak i naprawcze w stosunku do fibroblastéw poddanych
dziataniu  promieniowania UV. Wyniki te potwierdzajg potencjalne wtasciwosci
fotoprotekcyjne preparatéw zawierajgcych miody jeczmieri i otwieraja droge do dalszych
badan. Cennym uzupetnieniem przeprowadzonych przez Doktorantke badar jest takze ocena
wtasciwosci antyoksydacyjnych ekstraktow poszerzona o zawarto$¢ pierwiastkéw Zn, Cu, Se,
ktore odgrywajy istotng role w zachowaniu réwnowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej
organizmu oraz okreslenie zawartoéci metali ciezkich (Cd, Pb, Hg). Badania tego typu, w
odniesieniu do tego suplementu, nie zostaty dotychczas przeprowadzone. Wykazaty one, ze
badane ekstrakty z mtodego jeczmienia charakteryzujg sie wysokg zawartodcig polifenoli,
catkowitym statusem antyoksydacyjnym, sg zrédtem cynku, miedzii selenu i niskim poziomem
zanieczyszczen metalami ciezkim (Pb, Cd, Hg).

Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze wszystkie uzyskane w trakcie badan wyniki,
poddano analizie statystycznej i oceniono istotno$é réznic pomiedzy poszczegdlnymi
analizowanymi zmiennymi, stosujac odpowiednie testy. Dobér metod analizy statystyczne;
wskazuje na dobrze opanowang przez Doktorantke umiejetnosé krytycznej analizy wynikow
badan, opartg na wnioskowaniu statystycznym. Podsumowaniem wynikdw badan, sg wnioski,
sformutowane prawidtowo, odzwierciedlajg wyniki poszczegdlnych etapéw badan i nie
wykraczajg poza ich zakres.

Podsumowanie

Uwazam, ze przedstawiona do oceny praca jest wartosciowym opracowaniem, na ktéry
sktadajg sie: sposoéb przygotowania i opracowanie teoretyczne tematu, staranne
zaplanowanie eksperymentu, przeprowadzenie badan w oparciu nowoczesng metodyke oraz
interpretacja uzyskanych wynikéw badan. Doktorantka wykazata dobre przygotowanie
teoretyczne i praktyczne. Uzyskane wyniki badarn majg zarowno wartosci poznawcze jak i
praktyczne i moga stanowic podstawe do dalszych badan w tym zakresie. Stwierdzam, ze mgr
Krystyna Joanna Gromkowska-Kepka zrealizowata zatozone cele pracy, odpowiadajgc na
wszystkie pytania badawcze. Prace oceniam wysoko pod wzgledem merytorycznym, zaréwno
biorgc pod uwage rangg analizowanego problemu, jak i umiejetnosci zwigzane z
przygotowaniem i realizacjg tak obszernych badan, a takze interpretacjg wynikéw badan. Na
szczegolne podkredlenie zastuguje umiejetno$¢ wieloptaszczyznowego podejscia do



zatozonego problemu badawczego. Zawarte w recenzji uwagi maja charakter gtéwnie
redakcyjny i nie majg wptywu na oceng koricowa przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej.

W konkluzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr K. J. Gromkowskiej-Kepka pt.
»Ocena ochronnego dziatania ekstraktu mtodego jeczmienia na fibroblasty skory ludzkiej” ”,
spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Krystyny J. Gromkowskiej-Kepka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego w celu uzyskania stopnia naukowego doktora w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Prosze o rozwazenie
mozliwosci wyrdznienia pracy

uliusz Przystawski



