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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Wotosik na temat
,, Ocena protekcyjnego wpltywu oleju z nasion szartatu wyniostego

(Amaranthus cruentus) na fibroblasty skory ludzkiej poddane dziataniu

promieniowania UVA”

Wybor tematu

Promieniowanie stoneczne wywiera wielokierunkowy wpltyw na organizm cztowieka. Z
jednej strony jest potrzebne do zycia, stymuluje synteze witaminy D3, ma pozytywny wplyw na
funkcjonowanie ukladu sercowo-naczyniowego, odporno$¢ oraz stan psychiczny. Z drugiej strony
jest istotnym czynnikiem odpowiedzialnym za oparzenia, przedwczesne starzenie skory, a takze
zwigkszone ryzyko raka skory. Szczegdlnie niebezpieczne dla ludzkiej skory jest, emitowane w
jednakowym nate¢zeniu przez caty rok, promieniowanie UV A, ktore przenika przez chmury oraz szkto
1 ma zdolno$¢ docierania do skory witasciwej, gdzie wptywa na fibroblasty, komorki srodbtonka
naczyn 1 ukladu immunologicznego. UVA powoduje powstawanie produktow utleniania i
reaktywnych form tlenu, co skutkuje zakloceniem proceséw oksydacyjno - redukcyjnych,
uposledzeniem funkcji komorek skory, zaburzeniem syntezy kolagenu 1 uszkodzeniem DNA.

Istnieja  naturalne mechanizmy przeciwdzialajace negatywnym skutkom  stresu
oksydacyjnego, np.: poprzez substancje o dziataniu przeciwrodnikowym badZz aktywujacym
naturalne systemy antyoksydacyjne. W wielu przypadkach s3 one jednak niewystarczajace. Dlatego
zaleca si¢ stosowanie ochrony przeciwstonecznej, aby unikna¢ lub zminimalizowa¢ negatywne skutki
promieniowania stonecznego na skore. Jedna z metod fotoprotekcji jest aplikacja na skore produktow
ochronnych zabezpieczajacych przeciwko UVA 1/lub UVB (np.: tzw. filtrow przeciwslonecznych).
Stale poszukuje si¢ nowych substancji, szczegdlnie pochodzenia naturalnego, ktére beda takie
dziatlanie wspomagaty.

Jedng z substancji, wykazujacych potencjat antyoksydacyjny jest olej z nasion szarfatu

wyniostego (Amaranthus cruentus). Olej ten wyrdznia si¢ obecnoscig nienasyconych kwasow
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thuszczowych, wérdd ktorych przewaza kwas linolowy, skwalen, pochodne witaminy E, m.in.: vy, 6-
tokotrienole oraz fitosterole.

Przedstawiona mi do recenzji praca porusza cickawe zagadnienie dotyczace mozliwosci
wykorzystania protekcyjnego wptywu oleju z nasion szartatu wyniostego (Amaranthus cruentus) na
fibroblasty skory ludzkiej poddane dziataniu promieniowania UV A. Doktorantka stusznie podj¢ta si¢
opracowania naukowego, ktdre jest uzasadnione zaréwno z poznawczego jak i praktycznego punktu

widzenia.

Ocena ukladu rozprawy doktorskiej i formalnej strony pracy

Przedtozona mi do recenzji praca ma typowy uktad rozprawy doktorskiej przygotowanej w
postaci monografii. Praca liczy 149 stron i obejmuje 10 rozdziatlow: wprowadzenie (38 stron), cel
pracy, material i metody (12 stron), wyniki (51 stron), dyskusje (17 stron), wnioski, streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, bibliografie oraz spis rycin i tabel.

Rozprawe rozpoczyna wykaz stosowanych skrotow, co jest przydatne w trakcie czytania
poszczegolnych czgsci pracy. Calo$¢ maszynopisu zilustrowana jest 46 rycinami oraz zawiera 4
tabele, ktore dobrze porzadkuja 1 ulatwiajg zrozumienie wynikow. Starannie opracowane 1 wlasciwie
cytowane pismiennictwo obejmuje 148 pozycji.

Praca napisana jest w przystepny sposob a jej logiczny uktad utatwia czytelnikowi sledzenie

realizacji celow postawionych w pracy oraz analiz¢ uzyskanych wynikow.

Wprowadzenie

Prac¢ rozpoczyna obszerne, przejrzyscie napisane Wprowadzenie, w ktorym Doktorantka
omawia wptyw promieniowania UV na skorg, z uwzglednieniem fotouszkodzen i fotostarzenia oraz
mechanizmu powstawania reaktywnych form tlenu. Nastgpnie Autorka wyjasnia proces apoptozy z
podziatem na szlak wewnatrz- i zewnatrzpochodny oraz przedstawia charakterystyke kolagenu.
Dalsza cze¢$¢ Wprowadzenia to opis gatunku Amaranthus cruentus i analiza skfadu chemicznego
nasion szarlatu wynioslego, ktory obejmuje lipidy, przede wszystkim nienasycone kwasy ttuszczowe,
skwalen ijego pochodng skwalan, fitosterole, witaminy rozpuszczalne w thuszczach. Ponadto nasiona
rosliny cechuje wysoka zawarto$¢ biatka, weglowodandw oraz zelaza. Obecno$¢ flawonoidow i
kwasow fenolowych wskazuje na mozliwe wlasciwosci antyoksydacyjne. Dopelieniem Rozdziatu

jest charakterystyka oleju amarantusowego otrzymywanego z nasion szarlatu wyniostego
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(wyprodukowanego przez firm¢ Szartat M. i W. Lenkiewicz s.j. Zawady, Polska), a takze skwalanu
(wyprodukowanego przez Aprinnova LLC, USA), ktore Doktorantka wykorzystala do
przeprowadzenia badan wiasnych.

Caly Rozdzial wprowadza czytelnika w zakres badan opisanych w rozprawie i uzasadnia wybor

tematyki badawczej pracy.

Cel pracy

Glownym celem pracy bylo poszukiwanie sposobow przeciwdziatania niekorzystnemu
wplywowi promieniowania UVA na komorki skory, dlatego Doktorantka wyznaczyla szczegotowe
cele badawcze, ktére realizowata w toku prowadzonych doswiadczen. Cele szczegdlowe zostaty
jasno sformutowane 1 sg zgodne z tematem rozprawy.

Doktorantka zaplanowala ocen¢ wplyw oleju z nasion szarfatu wyniostego i1 skwalanu
(stabilnej i nasyconej pochodnej skwalenu) na wybrane procesy w modelu komorkowym
fibroblastow skory ludzkiej, poddanych dziataniu promieniowania UVA, w tym

1. oceng przezywalnosci komorek, apoptozy metoda cytometrii fluorescencyjnej oraz oceng
ekspresji biatek kaspazy-3/9 i p53

2. przezyciowa fluorescencyjng ocene generowania reaktywnych form tlenu, poziomu tioli
zredukowanych oraz ekspresji czynnika Nrf2

3. oceng syntezy DNA oraz ekspresji biatka PARP

4. oceng syntezy kolagenu oraz zwigzang z tym procesem ocen¢ aktywnosci prolidazy, ekspresji
receptora Pi-integrynowego, fosforylowanej formy kinazy ERK1/2 i p38 oraz
transformujacego czynnika wzrostu TGF-f

5. oceng pro przezyciowych biatek: receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu  IGF-IR,
zwigzanej z nim kinaz p-Akt i mTOR

6. oceng prozapalnych biatek NFkB i COX-2

7. ocena migracji i proliferacji komorek w modelu gojenia rany z wykorzystaniem scratch test’u

Material i metody

Materiat i metody zostaty opisane w osobnych podrozdziatach. W badaniach Doktorantka

zastosowata model komorkowy fibroblastow skory ludzkiej, ktore zostaly poddane ekspozycji na
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promieniowanie UVA w dawce 10 J/cm? w obecnosci oleju z nasion szartatu wyniostego (AmO) w
stezeniu 0.05%, 0.1% 1 0.15% oraz skwalanu (Sq) w stezeniu 0.005%, 0.01% 1 0.015%.

Na szczeg6lna uwage zashuguje szeroki dobdr badan doswiadczalnych obejmujacy: hodowle
fibroblastow skory ludzkiej, ocene przezywalnosci komorek, cytometryczne 0znaczanie apoptozy
oraz zawartosci grup tiolowych, ocene stopnia biosyntezy DNA 1 kolagenu, oznaczanie stezenia
biatka, ocen¢ aktywnosci prolidazy, elektroforetyczny rozdzial biatek, ocene ekspresji biatek metoda
Western Blot, fluorescencyjng analize ekspresji bialek oraz ocen¢ generowania reaktywnych form
tlenu, a takze test gojenia rany in vitro. Rozdzial konczy krotki opis zastosowanych metod
statystycznych.

Metody badawcze uwazam za wlasciwe 1 dobrze dobrane. Co istotne, zostaly one
szczegdltowo opisane 1 przedstawione adekwatnie do realizowanych celow badawczych. Czgs$¢
eksperymentalna rozprawy doktorskiej zostala wykonana prawidtowo. Badania zostaty zaplanowane

logicznie z jasno postawionym celem.

WyniKki

Wyniki zostaly przedstawione w sposob dobrze przemyslany i szczegdlowy — a tabele i ryciny
ulatwiaja ich analiz¢. Rozdziat stanowi najobszerniejsza czg$¢ rozprawy doktorskiej. Zastosowane
do dalszych badan stezenia oleju z nasion szartatu wyniostego (AmO) (0.05%, 0.1% i 0.15%) oraz
skwalanu (0.005%, 0.01% 10.015%) Doktorantka wyznaczyta w sposdb doswiadczalny na podstawie
oceny przezywalnosci fibroblastow skory ludzkie;j.

Doktorantka stwierdzita protekcyjny wptyw oleju z nasion szartatu wyniostego i skwalanu na
przezywalno$¢ 1 funkcjonowanie fibroblastow skory ludzkiej naswietlanych promieniowaniem UVA.
Ponadto wykazata, ze oprécz dziatania antyoksydacyjnego, wptywa on korzystnie na biosynteze
kolagenu, szlaki przekaznictwa sygnatlowego oraz proces gojenia zarowno w komorkach poddanych

jak i nie poddanych promieniowaniu UVA.

Dyskusja

Dyskusja zostata napisana w sposob zrozumialy i zawiera rzeczowe przedstawienie wynikow
badan w odniesieniu do danych bibliograficznych. Uzyskane wyniki zostalty oméwione w kontekscie
danych uzyskanych przez innych autorow. Prowadzona przez Autorke dyskusja jest konsekwentna i

prowadzi do wlasciwych wnioskow. Do tej pory prowadzone byty nieliczne badania nad olejem z
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nasion szartatu wyniostego (Amaranthus cruentus), ktorego sklad chemiczny, obejmujacy
nienasycone kwasy thiszczowe (np.: kwas linolowy) skwalen oraz pochodne witaminy E ma
obiecujacy potencjat antyoksydaycjno-fotoprotekcyjny.

Dzieki wlasciwo$ciom olej z nasion szartatu wyniostego i skwalan mogg sta¢ si¢ obiecujacymi
sktadnikami preparatow o dziataniu nie tylko pielegnacyjnym, ale rowniez fotoochronnym,
antyoksydacyjnym i regeneracyjnym. Niemniej, w tym celu wskazane jest prowadzenie dalszych
badan.

Tabele i ryciny zawarte w pracy sg czytelne oraz pomocne w interpretacji uzyskanych przez
Doktorantke wynikéw. Cenny jest zalaczony na koncu pracy Wykaz Tabel i Rycin utatwiajacy

szybkie znalezienie 1 zapoznanie si¢ z wybranymi fragmentami wynikow

Bibliografia

Zacytowane pismiennictwo jest obszerne 1 aktualne, obejmuje 148 pozycji, w tym prace

opublikowane po 2020 roku.

Whnioski

Prace podsumowuje 7 wnioskow, ktore zostaly sformulowane na podstawie otrzymanych przez
Doktorantke wynikoéw:

1. Promieniowanie UVA w dawce 10 J/cm? pobudza ekspresje bialek p53, kaspazy -3 i -9,
PARP, powstawanie reaktywnych form tlenu, oraz obniza ilo$¢ zredukowanych tioli,
uposledzajac biosynteze DNA, przezywalno$¢ fibroblastéw 1 indukujac wewnatrzpochodny
proces apoptozy. Zastosowanie oleju z nasion szartatu wyniostego oraz skwalanu odwracato
niekorzystne efekty wywotane przez UVA na badane procesy.

2. Promieniowanie UVA obniza ekspresj¢ receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-
IR) oraz biatek przekaznikowych p-AKT i mTOR. Zastosowanie oleju amarantusowego oraz
skwalanu dziatato protekcyjnie na omawiany proces.

3. Promieniowanie UVA uposledza biosynteze kolagenu oraz aktywno$¢ prolidazy, ekspresje
receptora B1-integrynowego, fosforylowanych form kinaz ERK1/2 oraz czynnika TGF-f,

natomiast pobudza ekspresj¢ kinazy p38. Zastosowanie oleju z nasion szarlatu
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wyniostego oraz skwalanu odwracalo niekorzystne efekty wywotane przez UVA na badane
procesy.

Promieniowanie UV A indukuje ekspresje¢ i translokacje do jadra komoérkowego prozapalnego
czynnika NF-kB oraz nasila ekspresj¢ COX-2. Zastosowanie oleju z nasion szarlatu
wyniostego 1 skwalanu powodowalo znaczne zahamowanie ekspresji tych czynnikow.

Olej z nasion szartatu wyniostego i1 skwalan nasila stymulowang przez UVA ekspresje 1
translokacj¢ do jadra komorkowego czynnika Nrf2. Stanowi to molekularny mechanizm
stymulacji systemu antyoksydacyjnego w fibroblastach.

Oleju z nasion szarfatu wynioslego oraz skwalan stymulujg proliferacje 1 migracje
fibroblastow w modelu gojenia ran. Po ekspozycji komdrek na promieniowanie
ultrafioletowe, olej amarantusowy pobudzal proces gojenia, natomiast skwalan w
nieznacznym stopniu wptywat na ten proces.

Olej z nasion szartatu wyniostego oraz skwalan moga stanowi¢ potencjalne preparaty o

dziataniu przeciwdziatajagcym niekorzystnym efektom wywotanym przez UV A na skorg.

Uwagi recenzenta

Z obowigzku recenzenta musze¢ zwroci¢ uwage na bledy i1 niedociggnigcia glownie o

charakterze redakcyjnym.

1.

© U~ w

Brak konsekwencji w stosowaniu skrotow. Pomimo ich wcze$niejszego wprowadzenia w
rozdziale Doktorantka ponownie uzywa petnej nazwy zamiast skrotu.

Na stronie 8 niejasne jest sformulowanie - ...(uposledzenie aktywno$ci prolidazy
dostarczajacej podstawowego aminokwasu — prolidazy — do jego syntezy)...

Na str. 16 okreslenie ,,stan nowotworowy skory” 1 ,,nowotwor skory” sa tozsame

Zamiast poparzenia stoneczne powinno by¢ oparzenia stoneczne

Na stronie 20 — blad literowy w skrocie ,,RTF”

Na str. 33 uzyto okreslenia ,,Mafe cienkie wlosy pokrywaja powierzchnie zaréwno lisci 1
fodyg.”

Na str. 33 wystepuje niescistosci dotyczace kwiatow meskich 1 zeniskich —,Kwiaty meskie 1
zenskie wystepuja w skupieniach po kilka, przy czym nieliczne kwiaty meskie tworza si¢ na
szczycie kazdego skupienia. Pig¢ precikow o dlugosci 1mm tworzy kwiat meski, podczas gdy
szyjka shupka kwiatu Zefiskiego zwienczona jest trojdzielnym znamieniem.” - prosze o

wyjasnienie. RoOwniez niejasne sg zdania: ,Kieltkowanie nasion stymuluje $wiatlo lub/i
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wysokie temperatury.” oraz ,Fotosynteza C4 jest serig zmian anatomicznych i
biochemicznych...” Prosz¢ wyjasni¢ na czym polega fotosynteza C4. Przydatne byloby
zamieszczenie zdjecia oraz schematu budowy szarlatu wyniostego. Sugeruje ich
zamieszczenie w prezentacji podczas obrony rozprawy doktorskiej.

8. Nastr. 621127 zamiast komorek fibroblastow powinno by¢ fibroblastow

9. Na stronie 122 jest odwotanie do Tabeli 5, ktéra nie jest zamieszczona w pracy

10. Niezrecznosci jezykowe: np.: ,,0lej amarantusowy stanowi perspektywe zastosowania” lub
»zbadalam przezyciowe oznaczanie powstawania RFT w badanym modelu komérkowym”,

,markerem uszkodzen ... jest ocena”, ,,... oferuje znaczne korzysci po dodaniu do receptur”

Powyzsze uwagi nie dotyczg metodologii i wartos$ci naukowej przeprowadzonych badan oraz nie
zmniejszaja wysokiej oceny merytorycznej pracy.
W podsumowaniu chce podkresli¢, ze doswiadczenia stanowigce podstawe pracy doktorskiej zostaty
starannie zaplanowane i poprawnie wykonane. Doktorantka wykazala si¢ wiedzg i umiej¢tnoscia
prowadzenia badan naukowych. Uzyskane przez nig wyniki sg nowatorskie i cickawe oraz istotne z

punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego.

Whioski koncowe

W mojej ocenie rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy 7 dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65, poz. 595 7 péin.zm.) w zwigzku z art 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz.U. 7 2018r. poz. 1669 7
poin.zm.). W zwigzku 7 powyiszym, przedstawiam Senatowi Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku wniosek o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Wolosik do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage kompleksowosé przeprowadzonych badan, obszernosé i

wartos¢ merytoryczng uzyskanych wynikow wnioskuje o wyroinienie rozgprawy doktorskiej.

Joanna Bartosinska
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