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Skora to jeden z najwazniejszych i najwigkszych narzadéw naszego ciata. Jej $rednia
powierzchnia u dorostego cztowieka wynosi od 1,5 do 2 m?, a masa wraz z tkanka podskérna
moze dochodzi¢ do 20 kg. Trojwarstwowa struktura skory zapewnia jej elastyczno$é i
wytrzymatos¢. Skora czlowieka spelnia wiele kluczowych funkcji, bez ktérych zycie nie
byloby mozliwe. Przede wszystkim chroni nas przed zimnem, cieplem, promieniowaniem,
dziataniem Srodkéw chemicznych, przed wnikaniem drobnoustrojéw i pasozytéow. Sposrod
wielu aktywnych funkcji tego narzadu nalezy wymieni¢ przede wszystkim regulacje cieplna,
czynnosci wydzielnicze, syntez¢ witaminy D3, hormondw oraz melaniny, a takze istotng role
w procesach odpornosciowych ustroju.

Wraz z uplywem lat w skorze zachodza zmiany ograniczajace jej mozliwosci
funkcjonalne. Starzenie si¢ skory spowodowane jest czynnikami endogennymi, ktére sa
genetycznie zapisanymi zmianami W organizmie czlowieka oraz czynnikami egzogennymi,
czyli wplywem $rodowiska zewnetrznego. Mechanizmy te nakladaja sie i oddzialuja
wzajemnie na siebie. Przedwczesne starzenie sig, czyli starzenie egzogenne wywotane jest
najczesciej przez niewlasciwg diete, czgste wystawanie skory na promieniowanie UV, a takze
palenie tytoniu. Najbardziej szkodliwym czynnikiem wéréd wymienionych jest ekspozycja na
promieniowanie UV. Wéréd charakterystycznych zmian skéry, zwigzanych z procesem jej
starzenia, mozemy wyrdznié: zmarszcezki, wysuszenie, zwiotczenie, teleangicktazje,

przebarwienia i odbarwienia. Sucha skora wystepuje u 75% 0sob powyzej 65 roku zycia.
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O skoér¢ nalezy dba¢ nawet gdy jest zdrowa, aby zapobiegaé jej chorobom w
przyszlosci. Rynek kosmetykow to galgz przemyshy, ktéra w ostatnim czasie rozwija sie
bardzo dynamicznie. Wspotczesnie kosmetyk ma stuzyé nie tylko jako $rodek myjacy, ale
takze pielegnujacy. O dynamice rozwoju tego rynku $§wiadezg nowe formy kosmetykow, takie
jak plastry przezskorne, tkaniny kosmetyczne czy suplementy diety poprawiajace urode
zwane nutrikosmetykami. Nutrikosmetyki sg srodkami spozywczymi, zawierajacymi takie
sktadniki zywnosci, ktore maja wptywaé na poprawe kondycji wloséw, paznokei, zapobiegad
procesom starzenia skory, a takze zmniejsza¢ cellulit. Warto podkresli¢, ze wszelkie dziatania
korygujace niedoskonatosci skory poprawiaja samopoczucie i wptywaja rowniez na dobrostan
psychiczny danej osoby. Najpopularniejszymi surowcami roslinnymi o dzialaniu
prozdrowotnym na skére, wykorzystywanymi w nutrikosmetykach sa: kwiat rumianku, ziele
wakroty, ziele pokrzywy, kwiat fiotka trojbarwnego, wyciag ze skrzypu polnego czy olej z
nasion ogoérecznika. Bardzo ciekawe jest, ze Doktorantka w swoich badaniach zainteresowata
si¢ preparatami z mtodego jeczmienia. Mianem ,,mlodego jeczmienia” okreslane sg mtode
czescl lisciowe rosliny jeczmienia zwyczajnego - Hordeum vulgare L., nalezacej do rodziny
wiechlinowatych. Preparaty z mtodego j¢czmienia, dostepne komercyjnie na rynku polskim,
zalecane sg przede wszystkim jako $rodki wptywajace pozytywnie na zdrowie watroby 1
woreczka z6lciowego, usprawniajace prace ukladu odpornosciowego i pokarmowego,
wspomagajace  odchudzanie, chronigce komorki i tkanki przed uszkodzeniami
spowodowanymi dzialaniem wolnych rodnikéw, wspomagajace zdrowie psychiczne (dane
producentéw z ulotek wybranych preparatow). Z badan wynika, ze mtody jeczmient wykazuje
szeyokie spektrum  wiasciwosci, takich jak: antyoksydacyjne, przeciwzapalne,
hipoglikemiczne, przeciwmiazdzycowe czy przeciwnowotworowe. Natomiast Doktorantka w
swoich badaniach podjeta si¢ zadania sprawdzenia czy preparaty z mlodego jeczmienia
wykazuja potencjalng aktywnos¢ fotoprotekcyjna, ktéra moze byé wykorzystana w celu
zapewnienia ochrony skéry przed szkodliwym dzialaniem promieniowania UV, tym samym
majac na uwadze poszerzenie spektrum mozliwosci stosowania w/w preparatow.

W zwigzku z powyzszym celem badan, ktérych podjela sie pani magister Krystyna
Gromkowska-Kepka, byla ocena potencjalu antyoksydacyjnego oraz wystepowania
mozliwych zanieczyszczen w preparatach zawierajacych miody jeczmien, jak rowniez ocena

dzialania ekstraktow z w/w preparatow na fibroblasty poddane dziataniu promieniowania UV.
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Mtody jeczmiefi, ze wzgledu na obecno$é szeregu zwigzkéw biologicznie aktywnych wydaje
si¢ by¢ obiecujacym surowcem do wykorzystania w ochronie przeciwstoneczne;.

Przedstawiona do oceny rozprawa naukowa obejmuje 152 strony. Tre$é pracy w pelni
odpowiada tematowi okreslonemu w tytule. Uklad pracy jest typowy dla prac doktorskich.
Praca zawiera 12 rozdziatow, wérod ktorych wyrézniamy: wstep (36 stron), cel pracy (2
strony), material i metodyka (18 stron), wyniki (33 strony), oméwienie wynikow i dyskusja
(17 stron), wnioski (1 strona), streszczenia (4 strony), piSmiennictwo (28 stron) oraz wykaz
tabel i rycin (5 stron). O merytorycznym przygotowaniu Doktorantki do realizacji badan
swiadczy bardzo interesujaca czg$¢ teoretyczna pracy, obejmujgca Wstep (strony od 9 do 44).
Doktorantka w sposéb staranny i czytelny przedstawita dane dotchqce: budowy i funkcji
skory, czynnikéw wewngtrzpochodnych i zewnatrzpochodnych wplywajacych na stan skory,
ochrony skory przed promieniowaniem UV oraz dane na temat mozliwego wplywu mtodego
jeczmienia na zdrowie czlowieka. Nastepnie przedstawita cel ogélny i 6 celow
szczegotowych prezentowanej pracy. Stwierdzam kompletnosé celéw i ich istotna wartogé
praktyczna.

Materiat do badan stanowity suplementy diety z mtodego jeczmienia oraz chlorofilu
dostgpne na rynku w Polsce. W badaniach Doktorantka wykorzystata 5 preparatow
suplementéw diety, z ktorych przygotowala po pie¢ ekstraktow (szczegélowy opis
uzyskanych ekstraktow znajduje si¢ w czgsci Metody na stronie 51). W celu oceny jakosci
badanych preparatéw pani Krystyna Gromkowska-Kepka oznaczyta zawartos¢ cynku, miedzi,
selenu oraz rteei, kadmu i otowiu, jak rowniez okreslita ich status antyoksydacyjny. Stezenie
wybranych pierwiastkéw w wybranych preparatach Doktorantka oznaczyla z wykorzystaniem
metody atomowe;j spektrometrii absorpeyjnej (FAAS) z atomizacja w plomieniu acetylen-
powietrze (Zn, Cu), oraz technika bezptomieniows z atomizacja elektrotermiczng w kuwecie
grafitowej (Se, Cd i Pb) z korekcja tta Zeemana. Stezenie Hg zostalo oznaczone metoda
spektrometrii absorpcyjno-atomowej z wykorzystaniem techniki amalgamacji przy uzyciu
analizatora rtgci AMA-245. Wiarygodnosé i doktadnosé zastosowanych metod analitycznych
Doktorantka potwierdzita stosujac certyfikowany material odniesienia (INCT-TL-1). Do
oznaczenia catkowitej ilosci zwiazkéw polifenolowych (TPC) oraz calkowitego statusu
antyoksydacyjnego  (TAS) badanych produktow wykorzystana  zostalta metoda

spektrofotometryczna.




WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW

ZAKY.AD BROMATOLOGII

Kluczowym elementem pracy byly jednak badania aktywnosci biologicznej ekstraktow z
mlodego jeczmienia w warunkach in vifro. Doktorantka przeprowadzila wielokierunkowsg i
wnikliwg analize¢ dzialania uzyskanych ekstraktéw. Przede wszystkim okreslita ich
cytotoksycznos¢ oraz dokonata oceny ich wptywu na biosynteze DNA, cykl komoérkowy,
aktywno$¢ metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9) oraz migracje komorek. W zaleznosci od
czasu ekspozycji komorek na promieniowanie UV Doktorantka dokonala oceny zard6wno
wlasciwosci ochronnych, jak i wlasciwosci naprawczych zastosowanych ekstraktow. Warto
podkresli¢, iz aby osiggna¢ postawiony sobie cel pani Krystyna Gromkowska-Kepka wybrala
do badan komoérki fibroblastow skory ludzkiej linii NHSF (pozyskane z kolekeji ATCC,
Rockville, Maryland, USA). Fibroblasty skérne s3 gtéwnym typem komérek skory wiasciwej.
Biora one udzial w wigkszosci proceséw zachodzacych w skorze w ciggu catego zycia:
przyczyniajgc si¢ do utrzymania homeostazy skory, biorac udzial w procesach: gojenia,
widknienia, starzenia, w trakcie przebiegu tuszczycy i raku skéry. Poza produkcja sktadnikow
macierzy zewngtrzkomorkowej, fibroblasty wydzielajg szereg czynnikéw wzrostu i proteaz,
ktére promuja oraz regulujg gojenie si¢ ran, takie jak czynnik wzrostu fibroblastow 2 (FGF2),
czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF) i czynnik wzrostu hepatocytow (HGF).
Fibroblasty s zaangazowane w pigmentacje skory poprzez wydzielanie czynnikéw
wplywajacych na ekspresje enzyméw bioracych udziat w wydzielaniu melaniny i transferu
melanosoméw. Oceng syntezy DNA w komoérkach fibroblastéw, w obecnosci badanych
ckstraktow, Doktorantka przeprowadzila metoda radioizotopowa poprzez pomiar
wbudowywania [3H]-tymidyny do DNA komérek fibroblastéw. Ocene wplywu badanych
ekstraktow na cykl komorkowy fibroblastéw wykonata poprzez analize obrazu po
zastosowaniu  systemu i odczynnikéw NucleoCounter NC-3000, ocene aktywnosci
metaloproteinaz okreslita z wykorzystaniem metody zymografii zelatynowej, natomiast
migracj¢ komorek z wykorzystaniem testu scratch test (wound healing test).
Reasumujac, dobor zastosowanych metod badawczych uwazam za poprawny. Na
podkreslenie zastuguje umiejetnosé Doktorantki prowadzenia badan z wykorzystaniem tak
wielu, nowoczesnych technik badawczych: umiejetno$é prowadzenia badan w warunkach in
vitro, jak i umiej¢tno$¢ wykorzystania metod instrumentalnych.

Uzyskane wyniki badan, Doktorantka przedstawila w czesci Wyniki, w tabelach VII-

XV oraz na rycinach 1-13. Przeprowadzona ocena jakosci badanych ekstraktow z mtodego
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jeczmienia wykazata, ze charakteryzuja sie one wysoka catkowita zawartosciag zwigzkow
polifenolowych (TPC) oraz korzystnym catkowitym statusem antyoksydacyjnym (TAS).
Zawartos¢ wybranych sktadnikow mineralnych w badanych suplementach diety wynosita
odpowiednio: dla Zn: od 77,3+2,4 mg/kg do 289,2+12.9 mg/kg; dla miedzi: od 0,097+0,03
mg/kg do 7722+6 mg/kg; dla selenu: od 22,4+5,2 mg/kg do 496+13 mg/kg. Warto dodaé, ze
etykiety zastosowanych preparatow nie zawieraly informacji odnosnie zawartosci w/w
pierwiastkow. Z przegladu pi$miennictwa z ostatnich lat wynika, ze nikt wezesniej nie
prowadzit badan w tym kierunku. Ze wzgledu na istotng role, jaka pelnia Zn, Se i Cu w
zapewnieniu prawidlowego funkcjonowania skéry oznaczenie ich zawartosci w badanych
preparatach ma szczegélny wymiar praktyczny. Przyjmowanie suplementow diety z mtodego
jeczmienia moze by¢ pomocne w zapobieganiu wystepowaniu niedoboréw w/w pierwiastkow
w diecie, a tym samym niwelowaniu skutkéw ich deficytu w organizmie. Doktorantka
stwierdzifa, ze stosowanie preparatéw z mlodego jeczmienia wydaje si¢ by¢ bezpieczne: nie
wykazata bowiem ani dzialania cytotoksycznego ekstraktow, ani przekroczenia najwyzszych
dopuszczalnych zawartosci dla pierwiastkéw toksycznych w badanych preparatach.
Doktorantka stwierdzita, ze wybrane ekstrakty z mlodego jeczmienia wykazuja dziatanie
ochronne, jak i naprawcze na fibroblasty skory poddane dziataniu UV poprzez: korzystny
wplyw na proliferacje, pobudzenie syntezy DNA, wzrost ilogci komérek zatrzymanych w
fazie S cyklu komérkowego, inhibicje ekspresji metaloproteinaz oraz przyspieszenie migracji
komorek. Uwzgledniajac powyzej przedstawione efekty mozna stwierdzi¢, ze moglyby byé
one z powodzeniem wykorzystane w produkeji nutrikosmetykow.

Z obowigzku recenzenta musze przedstawi¢ kilka uchybien i stabych punktéw
przedstawionej do oceny dysertacji. W prezentowanej pracy, w opisie zastosowanych metod
badawczych, brakuje dbatosci o przedstawienie szczegolow, ktore pozwolitby na wierne ich
odt%vorzenie przez nastepnych badaczy. Informacja dotyczaca zastosowanych suplementow
diety jest wg mnie rowniez zbyt zawezona. W opisie wynikow i ich dyskusji, podczas
formowania wnioskéw wydaje sig, iz Doktorantka z ta sama miarg traktuje preparaty z
modego jeczmienia, jak i uzyskane z nich ekstrakty, co wprowadza pewien chaos i sprawia
wrazenie niedopowiedzenia. We wnioskach, w punkcie 2b Doktorantka stwierdzita, ze:
»produkty z mlodego jeczmienia nie zawieraly pierwiastkow toksycznych” tymeczasem

oznaczone ilosci nie byly ponizej granicy oznaczalnosci/wykrywalnoci zastosowanej metody
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analitycznej i wskazywaty, iz byly to niskie stezenia, nie przekraczajace dopuszczalnych
ustawowo najwyzszych zawartosci. Zgodnie z rozporzadzeniami regulujgcymi obecnosé
pierwiastkéw toksycznych w $rodkach spozywezych, w tym suplementach diety, stosuje sie
pojecie ,,najwyzszy dopuszczalny poziom”, a nie »normy” (Tabela IX). Czytajac prace mozna
napotka¢ drobne bledy edytorskie i stylistyczne. Jednakze, chee podkreslié, iz moje krytyczne

uwagi nie wptywaja na oceng pracy, raczej stanowia wskazdéwke na przysziosé.

Podsumowanie

Podsumowujac uwazam, iz zalozenia i cel pracy zostaly w pelni zrealizowane, a
uzyskane wyniki moga poshizy¢ jako cenna informacja dla  producentow
kosmetykow/nutrikosmetykéw o rozszerzonym spectrum dzialania surowcow z mtodego
jeczmienia i w tym kontekscie mozliwosciach ich wykorzystania w ‘opracowywanych przez
nich formulacjach produktéw. Na preparaty z mlodego jeczmienia warto réwniez zwrocié
uwage pod katem zapobiegania wystepowaniu niedoboréw cynku, selenu i miedzi w dietach
Polakow, a tym samym niwelowaniu skutkéw ich deficytu w organizmie, zardwno w stanie
zdrowia, jak i u pacjentéw z chorobami skéry, np. u pacjentéw z bielactwem. Istnieje
potrzeba, w ramach urzgdowej kontroli, prowadzenia badan zwarto$ci  pierwiastkow
toksycznych w suplementach diety. Warto podkresli¢, iz na mozliwos¢ wystepowania
zanieczyszczen Pb, Cd, Hg w badanych preparatach zwrécita uwage rowniez Doktorantka w
swojej pracy. Na podkreslenie zastuguje praktyczny aspekt prowadzonych badan. Realizacja
badan wymagata od Doktorantki szczegélnego naktadu pracy, pelnego zaangazowania i
odpowiednich umiejetnosci. Z przekonaniem stwierdzam, iz recenzowana przez mnie
dysertacja spetnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W
zwigzku z powyzszym, zwracam sie z prosba do Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku o dopuszczenie Pani mgr Krystyny Joanny Gromkowskiej-Kepka do dalszych

etapow przewodu doktorskiego i wnioskuje o wyréznienie pracy.
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