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Wykaz stosowanych skrotow

4-MBC — (ang. 4-methyl-benzylidene camphor); 4-metylo-benzylideneno
kamfora

5-CQA — (ang. 5-O-caffeoylquinic acid) kwas 5-O-kawoilochinowy

6-4PP — (ang. pyrimidine (6-4) pyrimidone photoproduct); fotoprodukt
6,4-pirymidyno-pirymidonu

8-oksoGua — (ang. 8-0xo0-7,8-dihydroguanine); 8-oksy-7,8-dihydroguanina
(8-oksoguanina)

AA — (ang. ascorbic acid); kwas askorbinowy

ABTS — (ang. 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); kwas

2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)
Agaroza LMP — (ang. Low Melting Point Agarose); agaroza o niskim punkcie
topnienia Agaroza NMP — (ang. Normal Melting Point Agarose);

agaroza o normalnym punkcie topnienia

Akt — (ang. protein kinase B); kinaza biatkowa B
AICl3 — (nazwa wg IUPAC: aluminium chloride); chlorek glinu
AP — (ang. apurinic/apyrimidinic site); miejsce

apurynowe/apirymidowe (miejsca AP/bezzasadowe)

AP-1 — (ang. activating protein-1); czynnik transkrypcyjny AP-1

APAF-1 — (ang. apoptotic protease activating factor 1); apoptotyczny
czynnik aktywujacy proteaze¢ 1

ARE — (ang. antioxidant response element); element odpowiedzi
antyoksydacyjnej

ASK1 — (ang. apoptosis signal-regulating kinase 1); kinaza 1 regulujaca
sygnat apoptozy

ATF4 — (ang. activating transcription factor 4); czynnik transkrypcyjny

indukowany stresem oksydacyjnym

ATM — (ang. ataxia telangiectasia mutated); kinaza biatkowa
serynowo-treoninowa odpowiedzi na uszkodzenia DNA

ATR — (ang. ataxia telangiectasia and Rad3-related protein); kinaza
odpowiedzi na uszkodzenia DNA

Bax — (ang. Bcl-2-associated X protein); biatko proapoptotyczne

Bcl-2 — (ang. B-cell lymphoma-2 protein); rodzina biatek



antyapoptotycznych

BER — (ang. base excision repair); naprawa przez wycinanie zasad

bFGF — (ang. basic fibroblast growth factor); zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow

BMDBM — (ang. butyl methoxydibenzoylmethane); metoksydibenzoilometan
butylu

Bmk — (ang. big mitogen-activated protein kinase); kinazy z rodziny
MAP

BP — (ang. ang. benzophenones); benzofenon

BSA — (ang. Bovine Serum Albumin); albumina surowicy bydlecej

cAMP — (ang. Cyclic adenosine monophosphate); cykliczny adenozyno-

3’,5’-monofosforan

CAT — (ang. catalase); katalaza

CGA — (ang. chlorogenic acid); kwas chlorogenowy

CO — (ang. carbon monoxide); tlenek wegla

COX2 — (ang. cyclooxygenase-2); cykooksygenaza-2

CPD — (ang. citrate-phosphate-dextrose); cytrynian tréjsodowy,

antykoagulant

CRE/TRE — sekwencje CRE lub TRE (TGA(C/G)TCA)

CytoC — (ang. cytochrome C); cytochrom C

DAPI — (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride);
dichlorowodorek 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu

DCF — (ang. 2,7-dichlorofluorescein); 2°,7’-dichlorofluoresceina

DHHB — (ang. diethylaminohydroxybenzoy! hexyl benzoate); benzoesan
dietyloaminohydroksybenzoiloheksylu

DMEM — (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium); podtoze wzrostowe
DMEM

DMSO — (ang. Dimethylsulfoxide); dimetylosulfotlenek

DPBS — (ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline); buforowana

fosforanem sol fizjologiczna

DPPH — (ang. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl);
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

DSB — (ang. Double Strand Break); peknigcia dwdch nici DNA



ECM — (ang. extracellular matrix); macierz pozakomoérkowa

EDTA — (ang. Ethylenediaminetetraacetic acid); kwas
etylenodiaminotetraoctowy

EHMC — (ang. Ethylhexyl Methoxycinnamate); metoksycynamonian
etyloheksylu

ERK — (ang. extracellular signal-regulated kinases); kinazy regulowane

sygnatem pozakomdrkowym

eV — (ang. electron volt); jednostka elektronowolta

FapyGua — (ang. 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine);
2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna

FBS — (ang. Fetal Bovine Serum); bydleca surowica ptodowa

FGF — (ang. fibroblast growth factor); czynnik wzrostu fibroblastow

FITC — (ang. fluorescein isothiocyanate); izotiocyjanian fluoresceiny

Fos — podjednostka czynnika transkrypcyjnego AP-1

GADD45 — (ang. growth arrest and DNA damage-inducible 45); biatka
modulujace odpowiedz komoérkowa na stres genotoksyczny

GCBE — (ang. green coffee bean extract); ekstrakt z ziaren zielonej kawy

GPx — (ang. glutathione peroxidase); peroksydaza glutationowa

GR — (ang. glutathione reductase); reduktaza glutationowa

GSH — (ang. glutathione); glutation

GST — (ang. glutathione S-transferases); S-transferaza glutationowa

H2DCF — (ang. 2',7'-dichlorodihydrofluorescein);
2', 7'-dichlorodihydrofluoresceina

H.DCF-DA — (ang. 2',7'-dichloro-dihydrofluorescein diacetate); dioctan
2', 7'-dichlorodihydrofluoresceiny

HBSS — (ang. Hank’s Buffered Salt Solution); zbuforowany roztwor
Hanks’a

HIF-1 — (ang. hypoxia-inducible factor 1); czynnik indukowany przez
hipoksje-1

HO — (ang. heme oxidase); oksydaza hemowa

HPLC — (ang. high-performance liquid chromatography); wysokosprawna

chromatografia cieczowa

HR — (ang. homologous recombination); rekombinacja homologiczna



HRP — (ang. Horseradish Peroxidase); peroksydaza chrzanowa

Hs68 — ludzkie fibroblasty skory

IGF-1 — (ang. insulin-like growth factor 1); insulinopodobny czynnik
wzrostu 1

IL — (ang. Interleukin); interleukina

INOS — (ang. inducible nitric oxide synthase); syntaza tlenku

azotu/indukowalna NOS
IxB — (ang. inhibitor of NF-kB); inhibitor NF-«xB
Jun (c-Jun) — (ang. Jun kinase); kinaza biatkowa aktywowana stresem

(JNK/SAPK), podjednostka czynnika transkrypcyjnego AP-1

KL — (ang. Klotho); biatko Klotho

LAK — (ang. lymphokine-activated killer cells, LAK cells); limfocyty
LAK, niespecyficzne komorki cytotoksyczne

LOOH — (ang. lipid hydroperoxide); wodoronadtlenek lipidu

Maf — (ang. Maf proteins); podjednostka Nrf2

MAPK — (ang. mitogen-activated protein kinases); kinazy aktywowane
miogenami

MDA — (ang. malondialdehyde); dialdehyd malonowy

MED — (ang. minimal erythema dose); minimalna dawka rumienia

MMP(s) — (ang. matrix metalloproteinase(s)); metaloproteinaza(y) macierzy
pozakomorkowe]

NAD(+) — (ang. nicotinamide adenine dinucleotide); dinukleotyd

nikotynamidoadeninowy

NADH — (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide); dinukleotyd
nikotynamidoadeninowy (posta¢ zredukowana)

NADPH — (ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate); fosforan
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NER — (ang. nucleotide excision repair); naprawa przez wycinanie
nukleotydoéw
NF-«xB — (ang. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B

cells); jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B
NK — (ang. Natural Killer); komorki uktadu odpornosciowego

posiadajace wtasciwosci naturalnej cytotoksycznos$ci



NQO1

Nrf2

OoC
OCS

0GG1
OLE

p21

p38 MAPK

p45
p53

PABA
PARP

PBMCs

PBS

PCNA

Pl
PKC
pNA
PS
PVDF
QU
RIPA

— (ang. NAD(p)H:quinone oxidoreductase 1); oksydoreduktaza
NAD(P)H:chinonu 1

— (ang. nuclear erythroid-2 related factor 2); czynnik jadrowy
erytroid 2-pochodny/ czynnik transkrypcyjny

— (ang. octocrylene); oktokrylen

— (ang. ang. ethylhexyl salicylate); salicylan 2-etyloheksylu
(salicylan oktylu)

— (ang. oxoguanine glycosylase); glikozylaza 8-oksoGua

— (ang. Olive leaf extract); ekstrakt z li§ci oliwki europejskiej
(Olea europaea L.)

— (ang. protein 21); biatko oddziatujace z CDK1/inhibitor kinaz
zaleznych od cyklin

— (ang. p38 mitogen-activated protein (MAP) kinase); biatko p38
nalezace do klasy kinaz MAP

— (ang. protein p45, Nrf2 subunit); podjednostka biatka Nrf2
— (ang. tumor protein p53); biatko kodowane przez gen
supresorowy TP53

— (ang. para-aminobenzoic acid); kwas p-aminobenzoesowy
— (ang. poly(ADP-ribose)polymerase); polimeraza Poli(ADP-
rybozy)

— (ang. peripheral blood mononuclear cells); komorki
jednojadrzaste krwi obwodowe;j

— (ang. Phosphate Buffered Saline); zbuforowany roztwor soli
fizjologicznej

— (ang. proliferating cell nuclear antigen); jadrowy antygen
komorek proliferujacych

— (ang. propidium iodide); jodek propidyny

— (ang. protein kinase C); kinaza biatkowa C

— (ang. p-nitroaniline); 4-nitroanilina

— (ang. phosphatidylserine); fosfatydyloseryna

— (ang. polyvinylidene difluoride); polifluorek winylidenu

— (ang. quercetin); kwercetyna

— (ang. radioimmunoprecipitation assay buffer); bufor lizujacy
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RNS
ROS
RPA
RPMI

RUT
SASP

SA-B-GAL

SCGE

SDS
SIPS

SIRT

Smad

SOD

SPF

SSB

SSBR

TAC

TiO2

TLR-4
TMB

TNF
TPTZ

— (ang. reactive nitrogen species); reaktywne formy azotu (RFA)
— (ang. Reactive Oxygen Species); reaktywne formy tlenu (RFT)
— (ang. replication protein A); biatko replikacyjne A

— (ang. Roswell Park Memorial Institute medium); medium
wzrostowe RPMI

— (ang. rutin); rutyna

— (ang. senescence-associated secretory phenotype); fenotyp
sekrecyjny zwigzany ze starzeniem

— (ang. senescence-associated beta-galactosidase); B-galaktozydaza
zwigzana ze starzeniem

— (ang. single cell gel electrophoresis); elektroforeza pojedynczej
komorki

— (ang. Sodium Dodecyl Sulfate); siarczan dodecylu sodu

— (ang. stress-induced premature senescence); przedwczesne
starzenie wywotane czynnikami stresowymi

— (ang. sirtuins); sirtuiny

— (ang. suppressor of mothers against decapentaplegic); rodzina
biatek zaangazowanych w przekaznictwo sygnatu indukowanego
TNFa

— (ang. superoxide dismutase); dysmutaza ponadtlenkowa

— (ang. Sun Protection Factor); wspotczynnik aktywnosci (ochrony)
przeciwstonecznej

— (ang. Single Strand Break); peknigcia pojedynczej nici DNA

— (ang. single-strand break repair); naprawa peknie¢ pojedynczych
— (ang. total antioxidant capacity); catkowity potencjat
antyoksydacyjny

— (nazwa wg IUPAC: Titanium Dioxide); dwutlenek tytanu/ tlenek
tytanu (V)

— (ang. Toll-like Receptor 4); receptor Toll-podobny 4

— (ang. 3,3',5,5' tetramethylbenzidine);
3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna, substrat chromogenny

— (ang. Tumor Necrosis Factor); czynnik martwicy nowotworu

— (ang. 2,4,6-tripyridyl-s-triazine); 2,4,6-tripirydylo-s- triazyna
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Trx — (ang. thioredoxin); tioredoksyna

TrxR — (ang. Thioredoxin reductase); reduktaza tioredoksyny
uv — (ang. ultrafiolet); promieniowanie ultrafioletowe
VEGF — (ang. vascular endothelial growth factor); czynnik wzrostu

srédblonka naczyniowego

Wnt — (ang. Wnt Signal transduction pathway); szlak sygnalizacyjny
Wnt
WST-8 — (ang. water-soluble tetrazolium salt); rozpuszczalna w wodzie s6l

tetrazolowa

XP — (ang. Xeroderma pigmentosum); skéra pergaminowa (schorzenie)

XRCC1 — (ang. X-ray repair cross-comlementing protein 1); biatko naprawy
DNA

Z — (ang. 2,2,4-triamino-5-(2H)-oxazolone);

2,2,4-triamino-5-(2H)-oksazolon

ZnO — (nazwa wg IUPAC: Oxozinc); tlenek cynku
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1. Wprowadzenie

Promieniowanie ultrafioletowe (UV) jest emitowane przez stonce, jak i przez sztuczne
zrodla, takie jak lampy emitujace UV uzywane gltownie do celéw diagnostycznych
| terapeutycznych oraz w solariach. Promieniowanie UV ma korzystny wplyw na zdrowie
cztowieka 1 odgrywa zasadniczg rolg w syntezie witaminy D, jednak istnieje tez szereg
szkodliwych skutkéw zdrowotnych w wyniku nadmiernej ekspozycji. Wielokrotna
ekspozycja na promieniowanie UV przy mniejszych dawkach powoduje opalenizng,
jednoczes$nie jednak przyspiesza starzenie si¢ skory, zwane fotostarzeniem (Ansary i wsp.,
2021), a takze moze by¢ przyczyng powstawania raka skory (Cadet i Douki, 2018; Jin i wsp.,
2022). Nastonecznienie (natezenie promieniowania stonecznego padajacego na dang
powierzchni¢ w okreSlonym czasie) zalezy od kilku parametrow geologicznych
I srodowiskowych, w tym szeroko$ci geograficznej, pory roku i dnia, warunkow
meteorologicznych i grubosci warstwy ozonowej (Battie i wsp., 2014). Promieniowanie UV
mozna podzieli¢ na trzy typy wedlug dlugosci fali: UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm)
i UVC (100-280 nm). Wsrdd nich prawie catos¢ promieniowania UVC i wigkszos¢ UVB sa
pochtaniane przez warstwe ozonowa, nie wywierajac zadnego wpltywu na naszg skore.
Pozostata cze¢$§¢ promieniowania UVB docierajagca do Ziemi (okoto 5%), moze przenikaé
przez naskorek i przy nadmiernej ekspozycji moze powodowac¢ rumien i oparzenia stoneczne,
podczas gdy UVA moze wnikaé glebiej, az do warstwy skory wlasciwej, dlatego tez jest
glownie (w okolo 98%) odpowiedzialne za przedwczesne starzenie si¢ skory (Kageyama
i Waditee-Sirisattha, 2019; Ansary i wsp., 2021). Glgbokos¢, na jakg promieniowanie UV
moze przenika¢ przez skorg jest wprost proporcjonalna do diugosci fali promieni UV
(Ryc. 1). Poczatkowo uwazano UVB za gtéwny czynnik odpowiedzialny za szkodliwe skutki
dziatania promieniowania stonecznego. Jednak udowodniono, ze UVA, mimo ze ma mniejsza
energie niz UVB, w rzeczywistosci jest bardziej szkodliwe dla skory niz powszechnie
sadzono, poniewaz jest bardziej rozpowszechnionym skladnikiem promieniowania
stonecznego (Ok. 95% tego typu promieniowania dociera do Ziemi), penetruje glebsze
warstwy skory, wywotujac rozlegle zmiany tkanki tacznej skoéry. Procentowy rozkiad
promieniowania UV w skoérze po ekspozycji na promieniowanie stoneczne wyglada
nastepujaco: okoto 70% promieniowania UVB pochlaniane jest przez warstwe rogowa
naskorka, 20% dociera do warstwy komorek zywych naskorka, a tylko ok.10% dociera do

warstwy skory wiasciwej. Natomiast UVA cze$ciowo pochtaniane jest przez naskorek, ale az
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20-30% dociera do warstwy skory wlasciwej (Battie i wsp., 2014). Promienie UVA s3 wiec
w stanie wnika¢ w glab naskérka 1 skory wilasciwej, gdzie powoduja wytwarzanie
reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), takich jak anionorodnik
ponadtlenkowy i rodnik hydroksylowy oraz nadtlenek wodoru i tlen singletowy. ROS
oddziatujac z bogatymi w lipidy btonami, a takze biatkami/enzymami i DNA komorek skory,
zmieniajg ich struktur¢ oraz zaburzaja prawidlowe funkcjonowanie. Dostgpne dane
literaturowe wskazuja, ze czesta ekspozycja na promieniowanie UVA przyczynia si¢ do
akumulacji uszkodzen oksydacyjnych, prowadzac w konsekwencji do procesu zapalnego,
fotostarzenia oraz fotokarcynogenezy (Cadet i wsp., 2015; Cadet i Douki, 2018, Jin i wsp.,
2022). W ostatnich latach coraz wigcej uwagi koncentruje si¢ na badaniach nad szkodliwoscia
promieniowania UVA, a ich gtownym celem jest okre§lenie zmian zachodzacych
w docelowych biologicznych czasteczkach (ang. UVA targets) i wynikajacych z nich
modyfikacji proceséw komorkowych, ktére prowadza do uposledzenia funkcji komorek skory

I degradacji tkanek (Battie i wsp., 2014).
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Ryc. 1. Glebokos¢ penetracji skory przez UV w zaleznosci od dlugosci fali promieniowania
(wg Lee i wsp., 2013; zmodyfikowana).

Zaréwno promieniowanie UVB, jak 1 UVA zostaly zaklasyfikowane do czynnikéw
rakotworczych klasy 1 przez Miedzynarodowe Stowarzyszenie Badan nad Rakiem (ang.
IACR; International Association for Cancer Research) (Cadet i Douki 2018). Promieniowanie
UV moze indukowaé inicjacj¢ karcynogenezy, co wynika z jego zdolnosci do tworzenia
uszkodzen DNA i indukcji mutacji w protoonkogenach i genach supresorowych

nowotworow, jak p53. Procesy te sa spowodowane bezposrednig absorpcja UVB, ktore
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wywotuja dimeryzacje zasad pirymidynowych w DNA. Promieniowanie UVA uszkadza
DNA w sposéb zalezny od tlenu, obejmujacy reakcje fotouczulania (sensybilizacji).
Powstajace w tych reakcjach reaktywne formy tlenu i azotu prowadzg do uszkodzen DNA,
takich jak powstawanie oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad i nukleotydéw w postaci m.in.
8-0kso-7,8-dihydroguaniny (8-oksoGua) oraz peknie¢ pojedynczej nici (SSB, ang. single-
strand break) (Cadet i Douki, 2018; Baptista i wsp., 2021). 8-oksoGua ma wysoki potencjat
mutagenny prowadzacy do transwersji G:C do T:A, ktore zaobserwowano w onkogenach
i genach supresorowych (np. p53), odgrywajacych wazng role w karcynogenezie (Zahra
I wsp., 2021).

Jak przedstawiono na Ryc. 2, oprocz stresu oksydacyjnego i uszkodzen DNA
w mechanizmie zarowno fotostarzenia, jak i fotokarcynogenezy istotng role odgrywaja takze
procesy zapalne oraz modyfikacje komorkowych szlakéw sygnalizacyjnych. Ekspozycja na
promieniowanie UV indukuje powstawanie ROS. Wzrost poziomu ROS powoduje
zachwianie réwnowagi migdzy oksydantami i antyoksydantami, generujac stres oksydacyjny,
ktory z kolei uszkadza lipidy i biatka. Stres oksydacyjny prowadzi rowniez do uszkodzen
DNA, ktore powstaja tez w sposob bezposredni. Podwyzszony poziom ROS powoduje
aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak Nrf2, JNK i NF-kB, ktore wigza si¢
odpowiednio z ich specyficznymi sekwencjami DNA, elementem reagujacym na
przeciwutleniacze (ARE), AP-1 (c-Fos/c-Jun) i NF-xB (Dunaway i wsp., 2018). Wsrod
dalszych celow tych czynnikdéw transkrypcyjnych sa przeciwutleniacze fazy II i geny
zwigzane z promocjg proliferacji komorek i synteza mediatorow prozapalnych (tj. COX-2,
prostaglandyny E2, interleukiny). Stan zapalny powoduje obrzgk, rumien oraz dodatkowo
zwigksza powstawanie ROS. Modyfikacje oksydacyjne lipidow i bialek prowadzg do
zaburzen sygnalizacji komorkowej, potencjalnie sprzyjajacych karcynogenezie. Ponadto stres
oksydacyjny wzmaga synteze i uwalnianiec metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej
(MMPs, ang. Matrix metalloproteinases), stanowigcych biomarker starzenia si¢ skory, ktore
degraduja kolagen.
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Ryc. 2. Wpltyw stonecznego promieniowania ultrafioletowego na skoére. Uproszczone
przedstawienie wptywu promieniowania UV na komorki naskorka/skory (wg Dunaway

I wsp., 2018; zmodyfikowana).

Wzrost czgstosCi  wystepowania schorzen skory (w tym nowotworéw) oraz
propagowanie zdrowego stylu zycia i mlodo wygladajacej skory powoduje duze
zainteresowanie spotecznosci naukowej badaniami nad opracowywaniem nowoczesnych,
ulepszonych fotoochronnych produktow kosmetycznych (Dunaway i wsp., 2018).
Nowatorskie receptury maja na celu przede wszystkim zminimalizowanie ryzyka raka skory
oraz oznak fotostarzenia (Shah i Mahajan, 2013). Promieniowanie UV zmniejsza endogenna
ochrone¢ antyoksydacyjng, dlatego zasadne jest dostarczanie egzogennych przeciwutleniaczy
celem wzmocnienia wlasciwosci obronnych organizmu przed $rodowiskowym stresem
oksydacyjnym, w tym przed szkodliwym dziataniem promieniowania UV (Poljsak i Fink,
2014). Reakcje zapalne pojawiajace si¢ po wydtuzonej ekspozycji skory na promieniowanie
UV dodatkowo moga przyspieszaC procesy starzenia, stad alternatywa dla egzogennych
antyoksydantow moga by¢ fitozwiazki o dziataniu przeciwzapalnym. Zapobieganie
fotostarzeniu skory i chorobom zwigzanym z przedawkowaniem promieniowania UV
obejmuje fotoprotekcje pierwotng i wtorng. Pierwsza jest oparta na miejscowym stosowaniu
filtrow przeciwstonecznych, ktére pochianiajg lub odbijaja promieniowanie UV, druga
natomiast polega na ogolnoustrojowym dzialaniu witamin i fitozwigzkéw zdolnych do
hamowania dysfunkcji komoérek narazonych na stres oksydacyjny. Udowodniono, ze wiele
roznych zwigzkow naturalnych wykazuje korzystne dziatanie wspierajace skuteczng ochrone

skory przed uszkodzeniami wywotanymi promieniowaniem UV (Daré i wsp., 2020).
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2. Mechanizmy fotostarzenia skory — wybrane aspekty ze szczegolnym

uwzglednieniem skutkow dzialania promieniowania UVA

Fotostarzenie skory to uszkodzenia spowodowane nadmierng i wielokrotng ekspozycja
na promieniowanie UV. Wedlug dostepnych danych (lakovou i Kourti, 2022), az 80%
objawOw starzenia skory wynika z dziatania promieniowania stonecznego. Dotychczasowe
badania dostarczyly wielu dowodéw na to, ze promieniowanie UVA znaczaco przyczynia si¢
do pogorszenia struktury skory oraz klinicznych objawow fotostarzenia (Battie i wsp., 2014;
Ansary i wsp., 2021). Obecnie uwaza si¢, ze ten typ promieniowania UV jest jednym
znajwazniejszych  czynnikéw  $rodowiskowych ~ powodujacych  fotouszkodzenia
| przyspieszajacych starzenie si¢ skory (Battie i wsp., 2014). Charakterystycznymi objawami
fotostarzenia sg szorstko$¢ I pogrubienie skory, zwiotczenie oraz pojawianie si¢ zmarszczek
| przebarwien. Poza tym dochodzi do fragmentacji kolagenu w skorze, zwigkszonej ilosci
glikozaminoglikanéw 1 proteoglikanéw, wzrostu markeréw stanu zapalnego (mastocytow,
eozynofilii, komorek jednojadrzastych) i melanogenezy (Poon i wsp., 2015). Warto
podkresli¢, ze widoczne efekty fotostarzenia zaleza od typu skory. Osoby z typem skory 11 11
wedtug Fitzpatricka wykazuja objawy skory zanikowej z mniejsza liczbg zmarszczek
I przednowotworowymi zmianami dysplastycznymi, takimi jak rogowacenie stoneczne. Dla
poréwnania, skoéra typu III i IV wykazuje cechy hipertrofii z wyraznymi zmarszczkami
(skorzasta skoérg) 1 plamami soczewicowatymi, moze mie¢ rowniez zottawy wyglad
wynikajacy z elastozy. Dodatkowo, zmiany w unaczynieniu skory w nastgpstwie nadmierne;
ekspozycji na promieniowanie UV moga réwniez prowadzi¢ do rozszerzenia naczyn
krwionos$nych, ktore klinicznie objawiajg si¢ jako teleangiektazje (Poon i wsp., 2015).

Starzenie ma zupelnie inny przebieg w zaleznos$ci od tego, czy uwzglednia sig
naskorek, czy warstwe skory wlasciwej. O ile w naskorku jest to gtdéwnie stopniowy proces
rogowacenia polegajacy na sieciowaniu roznych bialek, w warstwie skory wlasciwej gtéwna
rolg w procesie starzenia odgrywa degradacja ECM, skutkiem ktorej sa drobne zmarszczki
powstajace w wyniku ubytku kolagenu, wiokien elastyny i kwasu hialuronowego
(Rinnerthaler i wsp., 2015; Salminen i wsp., 2022). MMPs odpowiadaja za degradacj¢
wildkien elastyny, kolagendw i proteoglikanow (Oh 1 wsp., 2020). Widkna elastynowe sg
strukturami bogatymi w mikrowtokna elastyny 1 inne biatka. Elastyna 1 kolagen to
glikoproteiny zawierajace rozne uktady rozgatezionych tancuchow oligosacharydowych,
podczas gdy proteoglikany sktadaja si¢ z jednego dilugiego, nierozgal¢zionego tancucha

bocznego glikozaminoglikanu. Glikoproteiny sa potaczone ze soba kwasem hialuronowym
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I buduja sie¢ skorng. Diugie wtokna kolagenowe, utworzone przez kolagen I i 111 sg splecione,
tworzac sie¢ zakotwiczona w warstwie skoéra-naskorek poprzez kolagen typu VII
(Rinnerthaler i wsp., 2015). Podczas samoistnego Starzenia si¢ wldkna kolagenowe
i elastynowe pozostajg nienaruszone, jedynie oddalajg si¢ od siebie, tworzac szersza,
pofaldowang sie¢. Fotostarzenie, ktoremu towarzysza zwigkszony poziom ROS, uszkodzenia
oksydacyjne sktadnikow struktur komorkowych, uwalnianie metaloproteinaz, a przede
wszystkim degradacja kolagenu, jest zwigzane z utratg kolagenu typu I, III i VII. Dhugie
wiokna kolagenowe, elastynowe, glikoproteiny i1 glikozaminoglikany nie tworza juz
funkcjonalnej sieci, lecz nieuporzadkowana (chaotyczng) strukture. Proces degradacji
w wyniku nadmiernej ekspozycji na promieniowanie UV dodatkowo przyspieszaja elastazy
wytwarzane przez neutrofile, ktére migruja do warstwy skory wtasciwej (Saguie 1 wsp., 2021;
Rinnerthaler i wsp., 2015). Reakcje fizjologiczne w odpowiedzi na dziatanie promieniowania
UV zachodza we wszystkich typach komorek i narzadow, jednak najbardziej sg na nie

narazone komorki skory (ze wzgledu na chroniczng ekspozycj¢ na promieniowanie UV).
2.1. Uszkodzenia DNA

Zdolnos$¢ uszkadzania genomowego DNA, bezposrednio, jak i w sposob posredni
poprzez ROS, jest dos¢ dobrze poznanym skutkiem dziatania promieniowania UV (Khan
i wsp., 2018). Przeprowadzono wiele badan, by okresli¢ rol¢ promieniowania UV
W generowaniu uszkodzen DNA 1 modulowaniu pdzniejszych odpowiedzi na uszkodzenia
DNA w komorkach skory (Cadet i wsp., 2009, Khan i wsp., 2018). Promieniowanie UVB
poprzez bezposrednie wzbudzanie nukleozasad pirymidynowych generuje, w sposob
niezalezny od tlenu, dwie gléwne klasy fotoproduktow bipirymidynowych, w tym CPD (ang.
cyclobutane pyrimidine dimer) oraz fotoprodukty 6,4-pirymidyno-pirymidonu 6-4PP (ang.
pyrimidine (6-4) pyrimidone photoproduct). Po naswietlaniu komoérek ludzkiej skory
promieniowaniem UVA roéwniez zidentyfikowano fotoprodukty bipirymidynowe, gtownie
CPD zawierajace tyming w jadrowym DNA (Cadet i wsp., 2015; Mouret i wsp., 2011).
Ponadto fotony UVA sg bardziej wydajne w przeksztatcaniu 6-4PP wytworzonych pod
wplywem UVB w pokrewne izomery Dewara (Cadet i wsp., 2015). Izomery walencyjne
Dewara sg produktami fotoizomeryzacji fotoproduktow pirymidyny (6-4) pirymidonu,
glownej klasy uszkodzen indukowanych przez UV (Douki i wsp., 2016) (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Fotoprodukty DNA utworzone przez promieniowanie UV. (a) prawidlowy dTpT;
(b) dimer cis-syn cyklobutanopirymidyny (CPD); (c) posredni oksetan; (d) Fotoprodukt
dT(6-4)T z numeracjg atomow; oraz (e) izomer Dewara (wg Yokoyama i Mizutani, 2014;
zmodyfikowana).

Ostatnie badania sugeruja, iz UVA nie tylko przyczynia si¢ do bezposredniego
tworzenia uszkodzen DNA, ale takze utrudnia usuwanie fotoproduktow z genomowego DNA
poprzez utlenianie i uposledzenie funkcji biatek uczestniczacych w procesach naprawy DNA
(Khan i wsp., 2018). Dotychczas uzyskane dane dotyczace charakteru uszkodzen DNA,
w ktorych posredniczy UV, w wiekszosci bazujg na oznaczaniu produktow degradacji DNA
metodg HPLC lub pomiarze aktywno$ci enzyméw naprawy DNA (Cadet iwsp., 2015).
Indukowane przez promieniowanie UV bezposrednie, jak i posrednie uszkodzenia DNA,
W tym tworzenie fotoproduktéw 1 utlenianie zasad, sa nastgpnie do pewnego stopnia
naprawiane poprzez wycinanie nukleotydow (NER, ang. nucleotide excision reapair), jak
I wycinanie zasad (BER, ang. base excision repair). Dimery pirymidynowe, jak CPD i 6-4PP,
powstaja w wyniku bezposredniej absorpcji fotonéw przez zasady DNA. Powstawanie CPD
zaobserwowano juz w 1973 roku na modelu E. coli (Tyrrell, 1973). Niezaleznie Douki i wsp.
oraz Mouret i wsp., wykazali biologiczne znaczenie CPD indukowanych przez UVA
w komorkach chomika chinskiego (CHO UVL-9) i ludzkiej skory (komorki skory pobranej
bezposrednio po operacji plastycznej piersi od zdrowych dawcow) (Douki i wsp., 2003;
Mouret i wsp., 2006). Pomimo stosunkowo niskiej energii (3.1 -3.9 eV), fotony UVA moga

by¢ absorbowane przez czgsteczki DNA oraz inne chromofory obecne w komorkach skory
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(Moreno i wsp., 2019; Johann To Berens i Molinier, 2020). W naskorku znajduja sig¢
chromofory, ktérych widma absorpcyjne mieszczg si¢ w zakresie promieniowania UV, np.
feomelanina i produkty posrednie na drodze tworzenia melaniny, czy tez kwas urokanowy.
Nalezg do nich takze kwasy nukleinowe oraz aminokwasy aromatyczne (Young, 1997,
Saewan iJimtaisong, 2022). Bezposrednie wzbudzanie zasad DNA przez fotony
promieniowania UV prowadzi do powstania CPD, a takze 6-4PP. Te fotoprodukty generuja
znieksztatcenia podwodjnej helisy DNA, tworzac fizyczne bariery dla polimeraz
transkrypcyjnych (polimerazy RNA), jak rowniez dla polimeraz replikacyjnych DNA, co
prowadzi do zaburzen procesow niezbednych do prawidlowego metabolizmu komorkowego
(Moreno i wsp., 2019; Johann To Berens i Molinier, 2020).

Promieniowanie UVA indukuje roznego typu uszkodzenia DNA poprzez procesy
utleniania (za posrednictwem ROS), w tym tworzenie 8-oksoGua i innych utlenionych zasad,
pekniecia nici DNA, tworzenie miejsc bezzasadowych (apurynowych lub apirymidynowych)
oraz wigzania krzyzowe migdzy DNA a biatkami (Moreno i wsp., 2019, D Augustin i wsp.,
2020). Pomiar poziomu 8-oksoGua jest czgsto wykorzystywanym markerem w celu
identyfikacji stresu oksydacyjnego. Guanina ze wzglgdu na potencjal redoks, jest najbardziej
podatng na utlenianie zasadg azotowa. Forma 8-oksoGua rozni si¢ od podstawowej guaniny
tylko podstawnikami przy dwoch atomach: C8 i N7, ktore zawierajg tlen zamiast wodoru
I wodor zamiast pary elektronow. Taka zmiana jest wysoce mutagenna i jesli nie zostanie
naprawiona umozliwia tworzenie pary z adening, tworzac transwersje G:C do T:A. Po dalszej
replikacji ta transwersja jest utrwalana, co wptywa na mutagenno$¢ (Cadet i Douki, 2018).
Jednym z najwcze$niejszych etapOw naprawy jest rozpoznanie 1 usuwanie zmian przez
glikozylaze DNA. W przypadku 8-oksoGua w procesie naprawy posredniczy glikozylaza
8-oksoGua (OGG1, ang. oxoguanine glycosylase), ktora najpierw usuwa uszkodzenia poprzez
hydroliz¢ wigzania glikozydowego, tworzac miejsca apurynowe/apirymidynowe (AP).
Miejsce AP jest przetwarzane przez kolejne enzymy szlaku naprawy (Cadet i Douki, 2018;
D Augustin i wsp., 2020; Zahra i wsp., 2021). W odpowiedzi moze rowniez dochodzi¢ do
aktywacji polimerazy Poli-(ADP)-rybozy (PARP-1; ang. poly(ADP-ribose) polymerase 1).
Aktywatorem PARP-1 s3 przerwy w jednej z dwoch nici DNA. Rekrutacja pozostatych
czynnikow naprawy, XRCC1 (ang. X-ray repair cross-complementing protein 1), biatek
szkieletowych, polimerazy DNA beta i ligazy DNA, prowadzi do naprawy (Kumar i wsp.,
2020).

Oproécz utlenionych zasad, po ekspozycji na promieniowanie UVA moga rowniez by¢

generowane pekniecia nici DNA. Pekniecia pojedynczej nici (SSB, ang. single-strand break)
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obejmuja hydrolize szkieletu fosfodiestrowego w jednej nici DNA. SSB uwazane s3 za
uszkodzenia, ktore tatwo naprawi¢ przez re-ligacje peknie¢ pojedynczej nici (SSBR, ang.
single-strand break repair). Rzadkie, nienaprawione SSB prowadzg do tworzenia peknieé
dwuniciowych (DSB, ang. double-strand break). DSB, jesli nie prowadza do S$mierci
komorkowej moga powodowac przegrupowania chromosomoéw, ktére charakteryzuja genomy
komorek rakowych. Doktadny sposob indukcji pgknig¢ pod wptywem promieniowania UV
nie jest do konca poznany. Uwaza si¢, ze dimery bipirymidynowe sg bardziej szkodliwe
anizeli utlenione zasady, poniewaz silniej blokujg progresj¢ polimeraz replikacyjnych DNA
(Khan i wsp., 2018). Zatrzymanie polimeraz replikacyjnych w miejscach takich uszkodzen
moga prowadzi¢ do zatamania widetek replikacyjnych, a zatem dochodzi do tworzenia DSB,
ktore powinny zosta¢ naprawione przez rekombinacj¢ homologiczng (HR, ang. homologous
recombination) (Khan i wsp., 2018; Tiwari i Wilson, 2019). Zdolno$¢ UVA do indukowania
peknig¢ dwuniciowych DNA jest nadal przedmiotem dyskusji. Podczas, gdy akceptowane jest
tworzenie DSB zalezne od replikacji, watpliwe pozostaje tworzenie DSB niezalezne od
replikacji. Poczatkowe badania wskazywaty na brak indukcji DSB w DNA komorek
poddanych dziataniu promieniowania UVA (Rizzo i wsp., 2011) ze wzgledu na stosunkowo
niska energi¢ fotonéw. Ponadto Cadet i Douki argumentowali, ze powstawanie DSB
Z nienaprawionych SSB jest mato prawdopodobne, poniewaz UVA indukuje ponad
dwukrotnie wigcej 8-oksoGua w poréwnaniu z SSB (Cadet i wsp., 2015; Cadet i Douki,
2018). Sa jednak badania potwierdzajace powstawanie DSB w sposob niezalezny od
replikacji (Greinert i wsp., 2012; Wischermann i wsp., 2008). DSB moga by¢ generowane
przez czynniki utleniajace w postaci zgrupowanych uszkodzen DNA (ang. clusters of lesions),
ktore nastgpnie sa przeksztatcane w DSB podczas procesu naprawy, gdy obie nici sg nacinane
jednoczes$nie w bliskiej odlegtosci (1-20 zasad). Niezalezne analizy tworzenia YH2AX, testu
kometowego i immunodetekcji uszkodzen DNA w komoérkach zatrzymanych w fazie G1
potwierdzaja zdolnos¢ UVA do indukowania tych zmian (Greinert i wsp., 2012).
W zaleznos$ci od typu naprawy peknig¢ DNA moze dojs¢ do mutacji lub delecji genomowego
DNA, przykltadem moga by¢ uszkodzenia kinaz powigzanych z sygnalizacja zwigzana
z przerwaniem nici DNA (Khan i wsp., 2018; Tiwari i Wilson, 2019).

Zatrzymanie cyklu komorkowego to wazny etap w zapobieganiu niestabilnos$ci
genomowej oraz powstawaniu mutacji na skutek uszkodzenia DNA, poniewaz uniemozliwia
wejscie komorki z uszkodzonym DNA w fazg S (gdzie zmiany zasad moga by¢ kopiowane)
lub mitoze (gdzie pgknigcia mogg prowadzi¢ do utraty informacji genetycznej). Odpowiedzi

punktow kontrolnych G1 i G2, ktore sa kontrolowane przez kinazy Szlaku odpowiedzi na
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uszkodzenia DNA, czyli kinaz¢ ATR (ang. ataxia telangiectasia and Rad3-related protein)
I ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated), stuza jako bariery nowotworzenia (Khan i wsp.,
2018). Jesli uszkodzenia DNA pozostajg nie naprawione (lub Zle naprawione) biatko p53
kieruje komoérke na szlaki $mierci apoptotycznej. Apoptoza jest mechanizmem, dzieki
ktéremu usuwane sg stare lub uszkodzone komorki. Wykazano, ze dtugotrwata ekspozycja na
promieniowanie UVA spowalnia proliferacje komorek skory, stopniowo prowadzac do
apoptozy (Chen i wsp., 2019a).

Obserwacja, ze wickszo§¢ mutacji zbadanych w nowotworach skory jest
zlokalizowana w miejscach dimerow pirymidynowych wskazuje na ich silne wtasciwosci
mutagenne. Jednak same wlasciwosci mutagenne roznych klas fotoproduktow nie sg
wystarczajace do ustalenia ich udzialu w mutagenezie. Uwzgledni¢ nalezy takze dynamike
procesOwW naprawy, poniewaz determinuje ona czas istnienia uszkodzen DNA w genomie,
a tym samym mozliwos$¢ ekspresji ich potencjatu mutagennego (Cadet i Douki, 2018). Oprocz
zdolno$ci inicjacji nowotworzenia, uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do uwalniania
mediator6w immunosupresyjnych, jak czynnik martwicy nowotworow o (TNFa, ang. tumor
necrosis factor a), czy cytokin zapalnych (Brand i wsp., 2018). Dodatkowo waznym
odkryciem jest fakt, ze UVA zmniejsza zdolnosci naprawcze komorek, poprzez utlenianie
bialek mechanizméw naprawy DNA, takich jak PCNA (ang. proliferating cell nuclear
antigen) i RPA (ang. replication protein A). Podsumowujac, promieniowanie UVA powoduje
dwa wspdtistniejace szkodliwe efekty, powstawanie mutagennych uszkodzen DNA
I zmniejszenie zdolno$ci komorek do ich usuwania (Cadet i Douki, 2018). Ze wzgledu na
kluczowe znaczenie dimeréw pirymidynowych w procesie kancerogenezy konieczna jest
ochrona skory przed ich tworzeniem. Powstawanie tej klasy uszkodzen zachodzi na skutek
bezposredniej absorpcji fotonow UVA przez DNA. Najskuteczniejszym sposobem ochrony
komorek skory jest zatem zmniejszenie dawki promieniowania UV docierajacego do genomu.
Wazng role ochronng pelnig naturalne pigmenty, takie jak melanina, a takze czgsteczki
substancji pochtaniajagcych promieniowanie UV, obecne w filtrach przeciwstonecznych
(Cadet i Douki, 2018, Li i wsp., 2021).

2.2. Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest definiowany jako zaburzenie rownowagi migdzy poziomem
reaktywnych form tlenu (ROS)/azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species) a zdolnoscig
organizmu do zapobiegania ich dziataniu przez system ochrony antyoksydacyjnej. Stres

oksydacyjny powstaje w wyniku zwigkszonej generacji ROS/RNS i/lub spadku zdolnoS$ci
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ochronnych endogennych uktadow antyoksydacyjnych (Pisoschi i Pop, 2015). Wolne rodniki
to reaktywne atomy lub czasteczki posiadajgce niesparowany elektron (jeden lub wiecej) na
orbicie zewnetrznej (walencyjnej), jednoczesnie zdolne do samodzielnego istnienia. ROS
obejmujg grupe czasteczek, ktore powstaja w reakcjach redukcji lub wzbudzenia czasteczki
tlenu (Pisoschi i Pop, 2015; Sies i Jones, 2020). Termin ROS obejmuje zaré6wno formy
wolnorodnikowe, takie jak anionorodnik ponadtlenkowy (O2™) czy rodnik hydroksylowy
('OH), jak i niewolnorodnikowe, takie jak nadtlenek wodoru (H20>), czy tlen singletowy
(*0,). Spotykane sa takze reaktywne formy azotu (np. tlenek azotu (‘NO), nadtlenoazotyn
(ONOQ")), zelaza, miedzi i siarki. Wystepowanie wolnych rodnikéw zwigzane jest
z zachodzacymi procesami metabolicznymi, jak i dziataniem czynnikéw $rodowiskowych.
Odgrywaja one wazna rol¢ jako czasteczki sygnatowe, ktére biorg udziat w regulacji
proliferacji, apoptozy 1 ekspresji genow poprzez aktywacj¢/dezaktywacje cCzynnikdéw
transkrypcyjnych (Pisoschi i Pop, 2015).

Wyjasnienie mechanizméow szkodliwego dzialania promieniowania UVA na DNA
komorek skory $cisle wigze si¢ z okresleniem roli ROS, ktore sg generowane przy udziale
endogennych fotosensybilizatorow i w wyniku odpowiedzi biochemicznych. Endogenne
I egzogenne sensybilizatory (uczulacze) absorbuja promieniowanie UVA przechodzac w stan
wzbudzony, ktéry czgsto jest stanem tripletowym (Baptista i wsp., 2021; Cadet i Douki,
2018). Po wzbudzeniu reaguja bezposrednio z substratem lub tlenem, zgodnie z dwoma
mechanizmami sklasyfikowanymi odpowiednio, jako typ | i Il (Ryc. 4). Mechanizm
fotouczulania typu I obejmuje gtownie reakcje przeniesienia elektronu (lub atomu wodoru) ze
wzbudzonego fotouczulacza na substrat i utworzenie rodnikowych form, ktére oddziatujac
z tlenem czgsteczkowym generuja ROS, przy czym guanina jest preferowanym celem
fotosensybilizatora w stanie wzbudzonym. Fotouczulacze typu |, jak ryboflawina czy
2-metylo-1,4-naftochinon, generuja w DNA powstawanie produktow, do ktorych naleza:
8-oksoGua, FapyGua (2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna)
I Z (2,2,4-triamino-5-(2H)-oksazolon) wraz z malymi ilosciami kilku typow utlenionych
zasad pirymidynowych. W wyniku na$wietlania komoérek promieniowaniem UVA dochodzi
do zwigkszonego uwalniania jonu zelazawego, CO Sprzyja tworzeniu wysoce reaktywnego
rodnika hydroksylowego ("OH), poprzez redukcje H2O> w reakcji Fentona. Uszkodzenia zasad
pirymidynowych generowane przez utlenianie, ktore obejmujg wsroéd gtownych produktow
rozktadu  5,6-dihydroksy-5,6-dihydrotymine,  5-formyluracyl,  5-hydroksymetylouracyl
I 5-hydroksycytozyne, wynikaja przede wszystkim z poczatkowej addycji rodnika "OH do

podwdjnego wigzania w pozycji 5,6 ugrupowania pirymidynowego 1 usunigcie wodoru
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z grupy metylowej tyminy i 5-metylocytozyny. W przypadku guaniny, tworzenie produktow,
jak 8-oksoGua, FapyGua, przebiega przez potaczenie rodnikéw nadtlenkowych z guaning,
w ktorych posredniczy ‘OH (Cadet i Douki, 2018; Zahra i wsp., 2021). Nalezy podkresli¢, ze
‘OH moze utlenia¢ zaréwno zasady purynowe, jak i pirymidynowe, natomiast usunig¢cie
wodoru z ugrupowania cukrowego prowadzi w wigkszosci przypadkéw do peknieé nici
(Cadet i wsp., 2009).

Drugi typ reakcji fotodynamicznych polega na przenoszeniu energii wzbudzenia
elektronowego uczulacza na czasteczke tlenu (w ktorej tlen jest w stanie trypletowym)
z wytworzeniem tlenu singletowego (102), ktérego podstawowym celem w DNA jest guanina.
Wykazano, ze 10, nie jest w stanie reagowaé z ugrupowaniem 2-deoksyrybozy, a zatem nie
jest w stanie indukowaé bezposrednich peknig¢ pojedynczej nici (SSB) w DNA (Cadet
i Douki, 2018, Brotons i wsp., 2016). Powstawanie pgknig¢ mozna wytlumaczy¢ dalszym
utlenianiem 8-oksoGua, ktore prowadzi do tworzenia stosunkowo niestabilnych produktow
utleniania guaniny, takich jak Z, a nastgpnie tworzenia labilnych miejsc bezzasadowych. Tlen
singletowy, ktory jest dominujaca formg ROS w rekcjach typu 1l ma zdolnos¢ reagowania nie
tylko z kwasami nukleinowymi, ale takze z lipidami i aminokwasami, takimi jak Trp
(tryptofan, ang. tryptophane), His (histydyna, ang, histidine), czy Met (metionina, ang.
methionine) (Baptista i wsp., 2021).
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Ryc. 4. Gtoéwne reakcje zachodzace w DNA po naswietlaniu promieniowaniem UV

(opracowanie wiasne na podstawie Cadet i wsp., 2009).

Skora posiada skuteczny system obrony antyoksydacyjnej, jednak nadmierna i/lub
wielokrotna ekspozycja na promieniowanie UV moze wyczerpa¢ zdolno$¢ antyoksydacyjna,
prowadzac do modyfikacji oksydacyjnych/uszkodzen sktadnikow komorek skory i tkanki
lacznej, a w konsekwencji do immunotoksycznosci, przedwczesnego starzenia si¢, a nawet
powstawania nowotworow skory (Poljsak i Fink, 2014; Daré i wsp., 2020). Dwie glowne
kategorie obrony antyoksydacyjnej obejmujg antyoksydanty zapobiegajace powstawaniu ROS
(prewencja) oraz antyoksydanty, ktore wychwytuja utworzone wolne rodniki (interwencja).
Kolejna kategoria to antyoksydanty zaangazowane w procesy naprawcze, ktore usuwajg
uszkodzone przez ROS biomolekuly (eliminacja lub naprawa), zanim wptyna na zmiang
metabolizmu lub zywotno$¢ komoérek (Poljsak i Fink, 2014). Antyoksydanty dzieli si¢ tez na
enzymy przeciwutleniajgce 1 antyoksydanty matoczasteczkowe. Pierwsza grupa obejmuje
m.in., dysmutaze ponadtlenkowg (SOD, ang. superoxide dismutase), peroksydaze
glutationowa (GPx, ang. glutathione peroxidase), reduktaze glutationowa (GR, ang.
glutathione reductase), katalaze (CAT, ang. catalase) i oksydaz¢ hemowa (HO, ang. heme
oxidase) oraz tioredoksyne¢ (Trx, ang. thioredoxin) i reduktaze tioredoksyny (TrxR, ang.
thioredoxin reductase). Do nieenzymatycznych przeciwutleniaczy o niskiej masie

czasteczkowej zalicza si¢ zwiagzki takie jak izoformy witaminy E, witamina C, glutation
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(GSH), kwas moczowy i ubichinon (Poljsak i Fink, 2014; Yong i Ahn, 2018). GSH, ktory jest
najwazniejszym komorkowym (endogennym) antyoksydantem, dziata jako czynnik
redukujacy, neutralizujgcy reaktywnos$¢ wolnych rodnikéw. CAT jest enzymem, ktory
odpowiada za rozktad nadtlenku wodoru, podczas gdy SOD dezaktywuje anionorodnik
ponadtlenkowy (Poljsak i1 Fink, 2014). W przeciwienstwie do Kkatalazy, peroksydaza
glutationowa redukuje szeroka game wodoronadtlenkéw organicznych (ROOH) i nadtlenku
wodoru przy uzyciu GSH, ostatecznie prowadzac do powstania nieszkodliwych czgsteczek,
odpowiednio alkoholu i wody oraz disulfidu glutationu (GS-SG) (Zahra i wsp., 2021).
Indukowalna oksydaza hemowa-1 (HO-1) w odpowiedzi na rdzne bodzce, w tym ekspozycje
na promieniowanie UV, jest niezbedna do utrzymania homeostazy komorkowej. System HO
moze rozktada¢ hem do biliwerdyny, wolnego Zelaza i tlenku wegla. Produkty te uczestnicza
w procesach fizjologicznych, w tym w stresie oksydacyjnym, stanach zapalnych i apopotozie.
HO-1 jest nie tylko markerem stresu oksydacyjnego, ale ma rowniez wlasciwosci
cytoprotekcyjne (Chen i wsp., 2019b). System Trx/TrxR bierze udziat w reakcjach wymiany
grup tiolowych i1 wigzan disiarczkowych z licznymi biatkami, kontrolujac gléwne funkcje
sygnalizacyjne 1 katalityczne komorek (Sharapov 1 wsp., 2021).

Zdolno$¢ antyoksydacyjna ludzkiego naskorka jest znacznie wigksza niz skory
wlasciwej. Badania Sandera i1 wsp., potwierdzily, ze fotouszkodzenia sg wynikiem
zmniejszonej ekspresji enzymow antyoksydacyjnych (zmiany w aktywno$ci na skutek
ekspozycji na promieniowanie UVA), a takze wzmozonych modyfikacji oksydacyjnych
biatek (Sander i wsp., 2002 wg. Poljsak i Fink, 2014; Parzonko i Kiss, 2019). Zbyt wysoki
poziom ROS prowadzi do produkcji czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych z apoptoza.
Badania wykazaty, ze naswietlanie komorek skory (linia HSF) promieniowaniem UVA
indukuje wzmozong produkcje ROS oraz apoptoze (Han i wsp., 2022). Dodatkowo po
naswietlaniu UVA spada aktywno$¢ SOD, CAT 1 GSH. Wiele badan potwierdzilo, ze
ekspozycja ludzkiej skory na promieniowanie UV prowadzi do utleniania biomolekut
komorkowych (Han i wsp., 2022). Struktury lipidowe, szczeg6lnie btony komorkowe sg jako
pierwsze atakowane przez ROS, ze wzgledu na obecno$¢ nienasyconych kwasow
thuszczowych. Zwykle glowne produkty peroksydacji lipidow, wodoronadtlenki lipidow
(LOOH), sg detoksykowane na szlaku enzymatycznym S-transferaz glutationowych (GST,
ang. glutathione S-transferases) (Zahra i wsp., 2021; Sharapov i wsp., 2021). Jednak
w przypadku zaburzonej homeostazy z LOOH, ktore nie ulegly detoksykacji tworza sie¢
toksyczne aldehydy, a najbardziej powszechnym jest wysoce reaktywny i mutagenny

dialdenyd malonowy (MDA, ang. malondialdehyde). MDA tworzy stabilne wigzania
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zgrupami —SH bialek, ale przede wszystkim z grupami aminowymi (-NH2) bialek,
fosfolipidow lub kwasow nukleinowych (potaczenia typu zasad Schiffa). MDA jako
czagsteczka posiadajgca dwie reaktywne grupy aldehydowe, moze tworzy¢ charakterystyczne
struktury — mostki amino-3-iminopropenowe, mig¢dzy- i wewnatrzczasteczkowe, ktore sg
przyczyng reakcje sieciowania w tkance skornej, prowadzac do jej uszkodzen (Han i wsp.,
2022). MDA dociera tez do jadra komorkowego, gdzie moze wigza¢ si¢ z zasadami
azotowymi, guaning i cytozyng, tworzgc mostki pomiedzy ni¢émi DNA. Mostki takie hamuja
proces replikacji, wykazano tez ich dzialanie mutagenne (Zahra i wsp., 2021; Rinnerthaler
I wsp., 2015).

Biatka rowniez ulegaja bezposrednim i posrednim modyfikacjom (uszkodzeniom)
w wyniku interakcji z ROS. Wplywa to na ich strukture i funkcje, powodujac, m.in. zmiany
konformacji, fragmentacj¢ tancucha polipeptydowego, agregacje¢ produktéw sieciowania
biatek, zmian¢ tadunkoéw elektrycznych, zwigkszong podatnos¢ na proteolize, co
w konsekwencji powoduje utrate aktywnoS$ci enzymatycznej, czy tez funkcji transportowych
w przypadku biatek receptorowych (Zahra i wsp., 2021). Modyfikacje posrednie wigza si¢
z powstawaniem wtornych produktow ubocznych. Przyktadem moze by¢ fragmentacja
szkieletu polipeptydowego biatka, ktora nastepuje po zwigzaniu wczesniej utlenionej glukozy
z grupami aminowymi. Bezposrednie modyfikacje zachodza przy resztach aminokwasowych
w tancuchach bocznych lub przez tworzenie grup karbonylowych (Rinnerthaler i wsp., 2015).
Juz we wczesnych badaniach prowadzonych przez Thiele i wsp. zarejestrowano znacznie
wigkszy poziom karbonylowanych biatek w komorkach ludzkiego naskorka poddanego
dziataniu promieniowania stonecznego w poréwnaniu z naskorkiem rzadko eksponowanym
na promieniowanie UV, a w warunkach eksperymentalnych juz po 30 minutach ekspozycji na
promieniowanie UV dochodzito do utleniania biatek (Thiele i wsp., 1998). Dodatkowo nalezy
podkresli¢, ze obserwuje si¢ zjawisko akumulacji produktéw utleniania DNA, biatek
I lipidow, szczegdlnie w starzejacych si¢ komorkach i tkankach (przez lata eksponowanych na
promieniowanie UV), co powadzi do mechanizmu sprzezenia zwrotnego polegajacego na
zwigkszonej produkcji ROS (powstaje tzw. ,,bledne koto™) (Rinnerthaler i wsp., 2015; Wang
P. 1 wsp., 2019). Konsekwencje oksydacyjnych modyfikacji biatek zachodzacych w komorce
zaleza od stopnia ich nasilenia. W poczatkowym etapie nieznaczny poziom utlenionych
molekul, prowadzi do marginalnie zmniejszonej aktywnosci enzymatycznej lub zmian
termostabilnosci. Na tym etapie komorka jest w stanie przeciwdziala¢ zmianom, czgsciowo
naprawiajgc uszkodzenia (Rinnerthaler i wsp., 2015). Waznym mechanizmem obronnym

w tym kontekscie jest uktad Trx/TrxR, gtowna reduktaza disiarczkowa. Odgrywa ona wazng
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rolg w  ochronie przed stresem  oksydacyjnym, zapobiegajac = wewnatrz-
I miedzyczasteczkowemu tworzeniu wigzan disiarczkowych, ktéore w przeciwnym razie
prowadzityby do inaktywacji i/lub agregacji biatek (Rinnerthaler i wsp., 2015; Gencheva
i wsp., 2022). Kolejny etap charakteryzuje si¢ zwiekszonym utlenianiem biatek ze wzgledu na
duze ilosci ROS lub inne zmodyfikowane bialka, a takze niezdolno$¢ komoérki do usuwania
uszkodzen. Biatka zmodyfikowane chemicznie catkowicie traca swojg aktywnos¢ i ulegaja
rozfaldowaniu. Biatka stajg si¢ wowczas celem degradacji przez proteasom lub moga byc¢
ponownie sfaldowane i ,,uratowane” przez biatka szoku cieplnego (Lang i wsp., 2021). Na
tym etapie moze doj$¢ takze do inaktywacji proteasomu przez UVA w fibroblastach skory,
prowadzac do aktywacji AP-1 (ang. activated protein-1), kontrolujacego ekspresj¢ MMP-1
(ang. matrix metalloproteinase), ktora odpowiada za zwigkszong degradacj¢ biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej.  Ostatni, najbardziej zaawansowany etap modyfikacji biatek
charakteryzuje si¢ rozleglym utlenianiem biatek i ich uszkodzeniem - rozfaldowaniem

I kowalencyjnym sieciowaniem (Rinnerthaler i wsp., 2015).
2.3. Procesy zapalne

Stan zapalny jest jednym z waznych mechanizméw obronnych organizmu, jednak
powtarzajace si¢ procesy zapalne indukowane promieniowaniem UV mogg w konsekwencji
zwigksza¢ ryzyko wystgpienia raka skory. Chociaz uktad antyoksydacyjny zdolny jest do
przeciwdziatania stresowi oksydacyjnemu, nawet niewielka ilo§¢ ROS jest wystarczajaca do
zainicjowania stanu zapalnego poprzez NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) i AP-1 (Garg i wsp., 2020, Oh i wsp., 2020, Low i wsp., 2021).
NF-kB stanowi rodzing pigciu strukturalnie spokrewnionych biatek (RelA (p65), RelB, c-Rel,
p50/p105 (NF-xB1) i p52/p100 (NF-kB2)) i petni role centralnego mediatora odpowiedzi
zapalnych. W formie podstawowej NF-kB wystepuje w cytoplazmie w stanie nieczynnym
(zwigzany z inhibitorem IkB, ang. inhibitor of NF-kB). Podwyzszony poziom ROS (glownie
H202), posredniczy w aktywacji NF-kB indukowanej przez czynnik martwicy nowotworu alfa
(TNFa, ang. tumour necrosis factor alpha) poprzez fosforylacj¢ reszt serynowych w kinazach
IxB. Proces ten prowadzi do aktywacji NF-kB oraz translokacji do jadra, w wyniku czego
dochodzi do ekspresji wielu gendéw zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng
| zapalng, jak IL-1B (ang. interleukin), IL-10, IL-6 i TNFa (Garg i wsp., 2020). Czynnik
TNFa bierze udzial w patogenezie chorob skory, w tym odpowiada za stymulacj¢ kolagenaz

i elastaz, indukcje apoptozy i hiperproliferacje limfocytow. Dodatkowo, NF-kB aktywuje
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metaloproteinaze 1 i zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF, ang. basic fibroblast
growth factor) (Garg i wsp., 2020, Kolakul i Sripanidkulchai, 2018; Wondrak i wsp., 2005).

Promieniowanie UVA indukuje reakcje zapalne, ktore sa bezposrednio zwigzane
Z patogenezg fotostarzenia. Translokacja NF-kB i AP-1 z cytozolu do jadra odgrywa wazna
role w regulacji mediatorow prozapalnych. Promieniowanie moze aktywowac czynnik
wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor),
cyklooksygenaze-2 (COX-2, ang. cyclooxygenase-2) oraz indukowang syntaze tlenku azotu
(iNOS, ang. inducible nitric oxide synthase), ktore przyspieszajg fotostarzenie (Balupillai
I wsp., 2020). Dodatkowe znaczenie przypisuje si¢ NF-kB oraz AP-1 w zapewnianiu
rownowagi miedzy procesem proliferacji, a apoptoza. Brak rownowagi w tych dwoch
procesach, zwlaszcza w kontekscie protoonkogendéw, jak c-Fos koreluje ze zwigkszonym
ryzykiem karcynogenezy w starzejacych si¢ komorek skory (Rinnerthaler i wsp., 2015).

Stan zapalny wynikajacy z nadmiernej ekspozycji na promieniowanie UV jest takze
zwigzany z obnizong aktywno$cig biatka Klotho. Transbtonowe biatko Klotho,
0 wlasciwosciach przeciwstarzeniowych, chroni przed réznymi czynnikami stresowymi
(Ansary i wsp., 2021; Yamamoto i wsp., 2005). Szlak NF-xB posredniczy w funkcjonowaniu
Klotho, co zostato potwierdzone w wielu badaniach (Ansary i wsp., 2021; Bocheva i wsp.,
2022; Buendia i wsp., 2016). Na uwage zastuguja rowniez sirtuiny (SIRT, ang. sirtuins).
Sirtuiny, deacetylazy histonowe zalezne od dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NAD(+), ang. nicotinamide adenine dinucleotide), wykazuja dziatanie przeciwzapalne
poprzez hamownie sygnalizacji NF-kB. Dodatkowo opdzniajg starzenie si¢ komorek,
wptywajac na naprawe uszkodzen DNA. Udowodniono, ze UV moze powodowac przewlekte
zapalenie poprzez zmniejszanie ekspresji SIRT1 w ludzkich keratynocytach (Ansary i wsp.,
2021). Obnizenie poziomu SIRT1 prowadzi do zwigkszonej aktywnosci MMPs i NF-«B.
Sirtuiny ze wzgledu na zdolno$¢ do deacetylacji histonéow, moduluja ekspresje genow
zaangazowanych w reakcje na stres oksydacyjny oraz apoptoze (Ansary i wsp., 2021;
Balupillai i wsp., 2020).

2.4 Modyfikacje komorkowych szlakow sygnalizacyjnych

ROS, wytwarzane na skutek dziatania promieniowania UVA sg uwazane za kluczowe
czynniki inicjujace sygnatowe szlaki fotostarzenia skory. Jednym z do$¢ dobrze poznanych
drog sygnatowych w tym procesie jest szlak kinazy bialkowej aktywowanej mitogenami
(MAPK, ang. miogen-activated protein kinase). Kinaza biatkowa c-Jun (JNK, ang. c-Jun
N-terminal protein kinase) i ERK5 (ang. extracellular signal-regulated kinases)/bmkl (ang.
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big miogen-activated protein kinase 1) sg istotnymi cztonkami rodziny kinaz MAP. Wsrod
nich p38 MAPK ma kluczowe znaczenie w regulacji odpowiedzi komorkowej na
promieniowanie UV (Zhang i wsp., 2020). Wzrost poziomu ROS prowadzi do uruchomienia
kaskadowej reakcji szlaku sygnalowego p38 MAPK, po ktorej nast¢puje aktywacja AP-1.
Heterodimer AP-1 zlozony jest z c-Fos i1 c-Jun, odpowiada za aktywacje transkrypcji
w komorkach i indukuje produkcje MMPs, przede wszystkim 1, 31 9 (Zhang i wsp., 2020;
Rinnerthaler i wsp., 2015; Mao i wsp., 2021). AP-1 hamuje rowniez TGF-B, ktory jest
odpowiedzialny za produkcje kolagenu. Ekspresja MMPs za posrednictwem AP-1 prowadzi
do zwigkszonej degradacji macierzy pozakomoérkowej (ECM, ang. extracellular matrix)
(Rinnerthaler i wsp., 2015).

Biatko supresorowe p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktory odgrywa kluczowsa
role¢ w odpowiedzi komorkowej na czynniki genotoksyczne. Wykazano, ze biatko p53
bezposrednio aktywuje transkrypcje wielu gendéw regulujacych progresje cyklu
komorkowego, czy apoptotyczne szlaki komorkowe. Promieniowanie UV indukuje mutacje
w supresorze nowotworu p53 (Rinnerthaler i wsp., 2015; Cui i wsp., 2007). Utrata funkcji
p53 wplywa na nieprawidtowy wzrost komorek 1 niewlasciwg odpowiedz na przezycie,
dodatkowo zaburzenia ekspresji p53 odgrywaja integralng rol¢ w rozwoju raka. Szczegolnie
w tkance skoérnej p53 ma kluczowe znaczenie dla zachowania integralno$ci tkanki po
naswietlaniu UV. Promieniowanie UV moze indukowa¢ mutacje ,,sygnaturowe” w genie p53,
ktore obejmuja mutacje przesunig¢cia ramki odczytu CC na TT, bedace skutkiem substytucji
dipirymidyny C na T (Cui i wsp., 2007; Sies i Jones, 2020). W odpowiedzi na uszkodzenia
DNA dochodzi do aktywacji p53 i jego genoéw docelowych p21 i GADD45 (ang. growth
arrest and DNA damage-inducible 45). Czynnik p53 bezposrednio oddziatuje z biatkami
regulatorowymi zwigzanymi ze szlakami NER. Mutacje w maszynerii NER moga
powodowac schorzenie nazywane skora pergaminowg (XP, tac. Xeroderma pigmentosum),
autosomalng recesywng chorobg charakteryzujaca si¢ uposledzong naprawg DNA po
ekspozycji na promieniowanie UV i wczesny rozwoj nowotworow skory. Wynika to z faktu,
iz naprawa DNA jest ostabiana przy braku funkcjonalnego p53 (Lee i wsp., 2013).

Stymulowana przez UVA produkcja ROS wplywa na zmniejszenie st¢zenia
antyoksydantow, m.in. GSH, zmieniajgc status redoks. Zaburzenie rownowagi redoks wptywa
na wrazliwy czynnik jadrowy Nrf2 (ang. nuclear erythroid-2 related factor 2) (RySava i wsp.,
2020). Endogenny Nrf2 jest niezbgdny do ochrony komorek skory przed uszkodzeniami
oksydacyjnymi oraz w procesie regulacji rownowagi redoks podczas starzenia si¢ skory

(Bocheva i wsp., 2022). Biatko Nrf2 sktada si¢ z dwoch podjednostek (p45 i Maf), ktore
30



poprzez interakcje z DNA reguluja ekspresje szeregu genow. Nrf2 po translokacji do jadra,
wigze si¢ z elementami odpowiedzi antyoksydacyjnej (ang. ARE, antioxidant response
element), nape¢dzajac ekspresje genéw docelowych, detoksykacje i enzymy antyoksydacyjne,
jak oksydoreduktaza NAD(P)H:chinonu 1 (NQOL1, ang. NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1)
I oksydoreduktaza hemowa 1 (HO-1, ang. heme oxygenase 1) (Rysava i wsp., 2020, Chu
I wsp., 2019). UVA ze wzgledu na dhuzszg dlugosé fali, dociera do glebszych warstw skory,
m.in. do fibroblastow, gdzie stymuluje ckspresje genow antyoksydacyjnych, w ktorych
posredniczy Nrf2. W przeciwienstwie do UVA, UVB bezposrednio nie aktywuje Nrf2,
Natomiast pochodne witaminy D3, produkty dziatania UVB, moga aktywowac¢ sygnalizacj¢
Nrf2. W zwigzku z tym szlak sygnalizacji Nrf2 odgrywa wazng role w fotoprotekcji (Bocheva
i wsp., 2022). Badania prowadzone przez Saw i wsp. (Saw i wsp., 2014), wykazaly, ze
wyciszenie Nrf2 zwigksza wrazliwos¢ skory na promieniowanie UV, co odnotowano jako
wzrost intensywnos$ci reakcji zapalnych i uszkodzen ECM. Zatem S$ciezka sygnalowa
Nrf2/ARE odgrywa istotng role w regulacji wewnatrzkomoérkowego stanu redoks. Sciezka
ARE moze pomoc w naprawie uszkodzonego DNA 1 skutecznie chroni¢ komorki przed

fotouszkodzeniami wywotanymi promieniowaniem UV (Chen S. i wsp., 2019a).
2.5. Udzial metaloproteinaz macierzy pozakomorkowe;j

Metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej to endopeptydazy zalezne od cynku,
ktorych gtowna funkcja jest degradacja biatek ECM. U ludzi zidentyfikowano 23 typy MMPs,
ktore odpowiadajg za degradacje ECM w tkance tacznej skory. Ze wzgledu na strukture
I specyficznos¢ substratowa MMPs dzieli si¢ na kolagenazy, zelatynazy, stromelizyny,
matrylizyny i metaloproteinazy btonowe (Shimoda, 2019). Za najwazniejsza metaloproteinaze
zaangazowang w degradacje ECM uwazana jest MMP-1, jest to kolagenaza, ktora degraduje
fibrylarny (tworzacy widkna) kolagen typu I i Il. Natomiast MMP-3 (stromelizyna-1) nie jest
zdolna do rozszczepiania wiokienkowego kolagenu typu I (Noh 1 wsp.,, 2022;
Kusumaningrum i wsp., 2018, Lu i wsp., 2022). Rozktada jednak wiele innych biatek ECM,
takich jak kolagen typu IV, V, IX i X, fibronektyne, laminine i glikoproteiny (Lu i wsp.,
2022). Poza tym, MMP-3 aktywuje inne MMPs wydzielane w postaci zymogenow.
Promieniowanie UVA aktywuje szlaki MAPK i NF-kB, ktore wzmacniaja ekspresjec MMPs,
przyspieszajac w ten sposob degradacje¢ kolagenu i elastyny (Lin 1 wsp., 2022). Posrednio
UVA moze takze aktywowa¢ produkcje cytokin prozapalnych, jak TNFa, ktére réwniez
stymuluja ekspresje MMPs. Badania sugeruja rowniez udzial kinaz ERK1/2 1 AKT (ang.
protein kinase B) w wytwarzaniu cytokin i MMPs (Wang 1 wsp., 2019). Badania wykazaty, ze
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promieniowanie UVA indukuje glownie ekspresj¢ i aktywacje wspomnianej wczesniej
MMP-1, a takze MMP-9 w komorkach skory, zwigkszajac degradacje kolagenu (Karadeniz
i wsp., 2020, Ansary i wsp., 2021).

Ekspresja genu MMP-1 jest regulowana transkrypcyjnie przez czynnik AP-1, ktory
jest heterodimeryczng forma ufosforylowanych bialek c-Fos 1 c-Jun. Dziatanie
promieniowania UVA przyczynia si¢ do ekspresji MMPs poprzez aktywacj¢ szlakow
sygnatowych MAPK, ktore sg odpowiedzialne za heterodimeryzacj¢ c-Fos i c-Jun, a nastepnie
translokacj¢ jadrowa. Translokacja AP-1 inicjuje ekspresig MMP-1. Dodatkowo
promieniowanie UVA wptywa na zwickszong fosforylacje p38 MAPK, ERK i JNK, ktore sa
odpowiedzialne za fosforylacje c-Fos i c-Jun (Karadeniz i wsp., 2020; Kusumaningrum
i wsp., 2018). NF-kB jest kolejnym kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym
w odpowiedzi na promieniowanie UVA. NF-«kB jest rowniez odpowiedzialny za aktywacje
MMPs w naswietlanych fibroblastach skory. Poza tym, NF-xB, jako znany mediator
zapalenia wywotanego przez UV i stres oksydacyjny, przemieszcza si¢ do jadra i pobudza
ekspresje roznych cytokin prozapalnych (Lu i wsp., 2022).

MMP-1 i MMP-3 odgrywaja istotng role w utracie elastycznosci, atrofii skory
I powstawaniu zmarszczek. Efekt ten jest nasilony dziataniem promieniowania UVA (Lu
i wsp., 2022). UV moze rowniez zmniejszaé synteze prokolagenu poprzez hamowanie szlaku
sygnatlowego TGFP/Smad. TGFp inicjuje sygnalizacj¢ poprzez wigzanie z receptorami
powierzchniowymi komorki (receptory TGFP typu I 1 II), a nastgpnie transkrypcje genow
zwigzanych z TGFP poprzez fosforylacje kompleksu Smad2/Smad3. Promieniowanie UV
hamuje translokacje¢ jadrowa Smad2/Smad3, powodujac zmniejszong transkrypcje receptora
TGEFp typu II i zmniejszong syntez¢ biatek oraz ekspresj¢ prokolagenu typu | w ludzkich
fibroblastach (Ansary i wsp., 2021).

3. Wspolczesne koncepcje ochrony przeciwslonecznej

Wraz z poprawa standardéw Zzycia znacznie wzroslty wymagania dotyczace zadbanej,
miodo wygladajacej skory, stad badania nad metodami zapobiegania procesom fotostarzenia
majg coraz wigksze znaczenie naukowe i spoteczne (Chen i wsp., 2019a). Stosowanie filtrow
przeciwstonecznych jest niezbednym elementem fotoochrony, waznym w profilaktyce
nowotworow skory. Stosowane obecnie filtry stanowia fizyczng blokade, a mechanizm ich
dziatania oparty jest na (I) absorpcji oraz (II) rozpraszaniu i odbijaniu energii UV. Obok
filtrow przeciwstonecznych stosowane sg rowniez miejscow0 zwigzki o wiasciwosciach

przeciwutleniajacych, ktore dodatkowo chronig przed skutkami reakcji fotoutleniania
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(Gonzalez i wsp., 2011; Krutmann i wsp., 2020). Jako uzupetienie ochrony miejscowej, do
stosowania bezposrednio na skore (ang. topical application), zalecana jest ogdlnoustrojowa
fotoprotekcja, ktora opiera si¢ gtownie na doustnej suplementacji witamin oraz prekursorow
i pochodnych witamin o dziataniu antyoksydacyjnym (m.in., witaminy C, D i E, karotenoidy
I ksantofile, likopen, nikotynamid), a takze naturalnych suplementow roslinnych bogatych
w zwiagzki fenolowe (np. katechiny i inne polifenole zielonej herbaty, kwercetyna, czy
izoflawony) (Parrado i wsp., 2018). Nie mniej wazng rol¢ w fotoprotekcji ogolnoustrojowe;j
odgrywa zdrowa dieta bogata w warzywa i owoce, ktore sg zrodlem naturalnych witamin
antyoksydacyjnych i polifenoli.

Produkty kosmetyczne zawierajace filtry przeciwstoneczne powinny spetnia¢ kilka
podstawowych kryteriow. Muszg by¢ bezpieczne, nietoksyczne, chemicznie oboj¢tne,
niedraznigce i w pelni chroni¢ przed szerokim spektrum promieniowania, nie powinny
penetrowac skory, ich zadaniem jest dziata¢ na powierzchni (Ngoc i wsp., 2019). Produkty
przeciwstoneczne chronig ludzka skore przed uszkodzeniami wywotanymi nadmierng
ekspozycja na promieniowanie UV, poniewaz zawierajg sktadniki aktywne, organiczne lub
nieorganiczne, zwane filtrami UV. Zwiazki te charakteryzuje odr¢bny mechanizm dziatania
ochronnego. Filtry nieorganiczne moga rozprasza¢ i odbija¢ promieniowanie UV, podczas
gdy zwiazki organiczne w gltéwnej mierze odpowiadaja za pochlanianie promieniowania.
Potaczenie tych dwoch typow filtrow UV zwigksza skuteczno$¢ dziatania preparatow
przeciwstonecznych (Morocho-Jacome i wsp., 2020; Saewan i Jimtaisong, 2015; Heo i wsp.,
2018). Wiele z tych preparatow stanowi mieszaning skladnikoéw naturalnych
z konwencjonalnymi filtrami, dzigki czemu produkty te sg bardziej bezpieczne — poprzez
wprowadzanie do receptury zwiazkdw naturalnych o dziataniu fotoochronnym, mozliwe jest
ograniczenie zawartosci syntetycznych filtrow, co minimalizuje niepozadane efekty (Ngoc
i wsp., 2019). Jednocze$nie wiele naturalnych skladnikow aktywnych wykazuje efekt
synergistyczny z syntetycznymi skladnikami, a takze poprzez dziatanie nawilzajace

przeciwdziata oznakom starzenia si¢ skory.

3.1. Klasyfikacja i charakterystyka filtrow UV stosowanych w produktach

przeciwslonecznych

Ze wzgledu na mechanizm dziatania filtry UV mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze
grupy, nieorganiczne i organiczne. Filtry nieorganiczne (inaczej mineralne) dziataja na
zasadzie dwoch mechanizmow. Pierwszy z nich obejmuje zatlamanie 1 rozpraszanie

promieniowania, drugi natomiast oparty jest na wzbudzaniu czastek filtra i dziataniu
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podobnymo do filtréw organicznych (Mancuso i wsp., 2017; Narbutt i wsp., 2018; Caloni
I wsp., 2021). Typowe filtry nieorganiczne, ktore sa powszechnie akceptowane i stosowane na
calym $wiecie, zawierajg tlenek cynku (ZnO, nazwa wg IUPAC: Oxozinc) oraz dwutlenek
tytanu (TiO2, nazwa wg IUPAC: Titanium Dioxide). Zwigzki te sa chemicznie obojetne i nie
powoduja reakcji uczuleniowych. Jednak zwigzki nieorganiczne s czgsto widoczne na
skorze, co uwaza si¢ za niepozadany efekt wizualny (Saewan i Jimtaisong, 2015). Filtry
organiczne moga wystgpowaé w postaci plynnej lub stalej i absorbowaé fotony
promieniowania UVA i/lub UVB. Sg to zwiazki aromatyczne, zawierajace wiele sprzezonych
pierScieni aromatycznych, dzigki czemu absorbuja energic UV, ktora nastgpnie jest
rozpraszana w postaci ciepla (Mancuso i wsp., 2017). Filtry organiczne ze wzgledu na
zdolno$¢ pochtaniania promieniowania UV mozna podzieli¢ na filtry UVA, UVB lub filtry
UV o szerokim spektrum (UVA i UVB). Ze wzgledu na strukture czasteczki istnieje pigc
glownych typow filtrow organicznych: pochodne kwasu para aminobenzoesowego (PABA,;
ang. para-aminobenzoic acid), benzofenony, salicylany, cynamoniany i pozostale
niesklasyfikowane zwiazki. Pochodne PABA s3 wysoce skuteczne w pochtanianiu UVB.
Benzofenony dobrze absorbuja promieniowanie UVA2 (320-340 nm), natomiast salicylany sg
stabymi pochtaniaczami UVB i sg stosowane gtdéwnie w polgczeniu z innymi absorbentami
organicznymi. Coraz wigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ produkty hybrydowe, taczace
wlasciwosci zwigzkoéw organicznych i nieorganicznych oraz surowce roslinne, zawierajace
przeciwutleniacze (Ngoc i wsp., 2019). Klasyfikacja $rodkéw ochrony przeciwstonecznej

zostata przedstawiona na rycinie 5.
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Ryc. 5. Produkty ochrony przeciwstonecznej - filtry UV (opracowanie wtasne na podstawie

Mancuso i wsp., 2017; Ngoc i wsp., 2019).

Organiczne filtry sa niewidoczne na powierzchni skory, dlatego tez sa bardziej
akceptowane przez konsumentéw (Saewan i Jimtaisong, 2015). Przyktadami dostgpnych na
rynku sktadnikéw absorbujacych promieniowanie UV sg pochodne kwasu cynamonowego,
jak metoksycynamonian etyloheksylu (EHMC, ang. ethylhexyl methoxycinnamate),

benzofenony (BP, ang. benzophenones), jak powszechnie stosowany benzofenon-3 (potocznie
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oksybenzon, BP-3, ang. benzophenone-3), salicylany, jak salicylan etyloheksylu (OCS, ang.
ethylhexyl salicylate), pochodne benzoilowe, jak benzoesan
dietyloaminohydroksybenzoiloheksylu (DHHB, ang. diethylaminohydroxybenzoyl hexyl
benzoate) i metoksydibenzoilometan butylu (BMDBM, ang. butyl
methoxydibenzoylmethane) (Caloni i wsp., 2021). Czasteczki te przechodzac w stan
wzbudzenia pod plywem promieniowania, uwalniajg energi¢ w postaci fluorescencji i ciepta,
rozpraszajac jej czes¢ i przeksztalcajgc w nieszkodliwg dla skory dtugosé fali (Caloni i wsp.,
2021; Saewan i Jimtaisong, 2015). Niestety niektore filtry organiczne, na przyktad
oksybenzon (BP-3), moga by¢ toksyczne, powodowac reakcje niepozadane, a nawet stanowig
zagrozenie ekologiczne (Morocho-Jacome 1 wsp., 2020). Oksybenzon i metoksycynamonian
etyloheksylu maja ograniczone zastosowanie, poniewaz po ekspozycji na promieniowanie UV
moga ulega¢ aktywacji 1 wytwarza¢ czasteczki fotouczulacza (Saewan i Jimtaisong, 2015).
Skuteczno$¢ filtrow  przeciwslonecznych UVB  jest mierzona za pomoca

wspoétczynnika ochrony przeciwstonecznej (SPF, ang. sun protection factor).

3.2. Naturalne antyoksydanty i inne dodatkowe sktadniki aktywne w nowoczesnych

kosmetykach przeciwslonecznych

Trudno jest osiggna¢ skuteczng ochrong przeciwsloneczng przy uzyciu wylacznie
syntetycznych filtrow UV. W wielu badaniach stwierdzono, iz wlaczenie zwiazkow
naturalnych do produktéow przeciwstonecznych umozliwia zwigkszenie wartosci SPF lub
poprawe fotostabilnosci (utrzymanie wartosci SPF po ekspozycji na UV) (Ngoc 1 wsp., 2019;
Morocho-Jacome i wsp., 2020; Santhra Krishnan i wsp., 2021). Substancje wystepujace
naturalnie, jak ekstrakty roslinne czy wyizolowane zwiazki, stajg si¢ coraz czeSciej
przedmiotem zainteresowania pod katem wiaczenia ich do receptury filtrow ochrony
przeciwstonecznej (Saewan 1 Jimtaisong, 2015).

Tradycyjne filtry przeciwstoneczne stanowia jedynie ,,pasywng fotoochrong” 1 nie sg
skuteczne w przypadku uszkodzenia komorek skory w wyniku ekspozycji na zbyt wysoka
dawke promieniowania. Szczegélnie niebezpieczne sa komodrki z nienaprawionymi
uszkodzeniami DNA, ktére moga prowadzi¢ do mutacji. Ciekawg strategia w opracowaniu
nowoczesnych kosmetykow fotoochronnych jest polaczenie przeciwutleniaczy 1 enzymow
naprawy DNA, co mogloby zmniejszy¢ czgsto§¢ mutacji i wzmocni¢ odpowiedz
immunologiczng (Ngoc i wsp., 2019). Przelomowa receptura zostata opracowana w oparciu
0 chemoprewencyjne wtasciwosci endonukleazy T4 (fotoliazy), ktéra polaczono z inng

endonukleazg oraz glikozydazag 8-oksoguaninowa (Ngoc 1 wsp., 2019). W tym
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eksperymentalnym pilotazowym badaniu przeprowadzonym przez Emanuele i wsp.
zastosowano dwa obce gatunkowo enzymy naprawy DNA, fotoliaz¢ z Aspergillus nidulans
i endonukleaze z Micrococcus luteus (Emanuele i wsp., 2013). Miejscowe zastosowanie
preparatu skutecznie zapobiegalo skracaniu telomerow wywotanemu promieniowaniem UV
I nadekspresji protoonkogenu c-FOS w ludzkiej skorze. Ponadto, w randomizowanych
badaniach klinicznych, przeprowadzonych na pacjentach ze zrogowaceniem stonecznym,
udowodniono jednoznacznie skuteczniejsze dziatanie ochronne kremu przeciwstonecznego
wzbogaconego w enzymy naprawy DNA w porownaniu z kremem tradycyjnym (Carducci
I wsp., 2015). Korzystnym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ roéwniez potaczenie antyoksydantow
z czynnikami bezposrednio wptywajacymi na mediatory starzenia, takimi jak aktywatory
SIRT1 lub suplementacja NAD* (Ngoc i wsp., 2019).

Niektore skladniki pozyskiwane z naturalnych zrodet sa powszechnie stosowane
w kosmetykach naturalnych lub weganskich, a na rynku kosmetycznym ros$nie tendencja do
wprowadzania zaawansowanych, przyjaznych dla srodowiska produktow. Ekstrakty roslinne
pozyskiwane z roznych organow roslin zarowno gatunkéw rodzimych jak i egzotycznych sg
cennym surowcem wykorzystywanym w przemysle kosmetycznym ze wzgledu na obecnos¢
metabolitow pierwotnych (podstawowe zwigzki budulcowe ro$lin), a przede wszystkim
wtornych (ré6znorodne zwigzki charakterystyczne dla poszczegdlnych grup roslin). Substancje
aktywne, jak fenole i polifenole, steroidy i sterole, peptydy, biatka czy polisacharydy
wykorzystuje si¢ jako skladniki dermokosmetykéw i produktow przeciwstonecznych.
Szczegblnym zainteresowaniem ze wzgledu na ich zdolnos¢ do przeciwdziatania
fotostarzeniu ciesza si¢ zwigzki pochodzace z organizméw morskich. Wiele z nich jest
w fazie komercjalizacji (Morocho-Jacome i wsp., 2020). Wigkszo$¢ metabolitow wtornych to
przeciwutleniacze syntetyzowane przez rosliny w okreslonych warunkach $rodowiska (sktad
gleby i efekt sezonowy). Przeciwutleniacze o strukturze fenoli moga zapewni¢ dziatanie
fotoochronne dzigki obecnosci grup chromoforowych. Niektore dziatajg jak filtry UV na
powierzchni skory, podczas gdy inne moga zwalcza¢ stres oksydacyjny lub dziataé
przeciwzapalnie (Morocho-Jacome i wsp., 2020). Wsréd tych zwigzkéow fenolowych
wyrozniajg si¢ niektore klasy, jak fitoestrogeny, karotenoidy, ksantofile, kumaryny,
proantocyjanidyny, antocyjany, katechiny, kwasy fenolowe, triterpeny, alkaloidy, terpenoidy,
taniny, garbniki, olejki eteryczne i flawonoidy (Salian i wsp., 2021).

Polifenole pochianiajag promieniowanie w zakresie 304-350 nm oraz 352-385 nm.
Kwasy ferulowe, kawowe i p-kumarowe oraz ich kwasne pochodne (np. kwas rozmarynowy

I chlorogenowy) sa zdolne do pochtaniania promieniowania w zakresie UVB (Morocho-
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Jacome 1 wsp., 2020). Flawonoidy absorbujg w zakresie 240-285 nm i 300-550 nm,
w zwigzku z tym ich wlaczenie do receptur filtrow przeciwslonecznych zapewnia ochrone
0 szerokim spektrum dziatania. Najczestszymi klasami flawonoidow sa flawony (katechiny)
i flawonole (kwercetyna) (A =280-350 nm), flawanony (disometyna) (A =280-560 nm),
izoflawony (A =236-262 nm) oraz antocyjanidyny (A = 465-560 nm). Genisteina, ktora jest
glownym izoflawonem wystepujacym w ekstraktach sojowych, skompleksowana z chlorkiem
glinu (AICls, nazwa wg IUPAC: aluminium chloride) wykazuje maksimum absorpcji przy
382 nm. Wsrod karotenoidow o dziataniu fotoochronnym sg a-karoten, B-kryptoksantyna
I likopen. Karotenoidy (a-tokoferol i B-karoten), ktore majg diugie tancuchy weglowe,
absorbuja glownie swiatto widzialne, przy ok. 455 nm (Morocho-Jacome i wsp., 2020).
Ekstrakty z zielonej herbaty sa powszechnie stosowane w kosmetyce ze wzgledu na
charakter fotoochronny. Zawieraja flawonoidy takie, jak galusan epigallokatechiny,
epikatechina, epigallokatechina, ktore skutecznie zmiatajg wolne rodniki (Morocho-Jacome
i wsp., 2020). Miejscowe zastosowanie ekstraktow z zielonej i biatej herbaty zapewniato
ochrong ludzkiej skory przed powstawaniem rumienia po naswietlaniu UV, obserwowano
takze zmniejszenie poziomu uszkodzen DNA (Saewan i Jimtaisong, 2015). Polifenole obecne
w herbacie sa zdolne do zmiatania ROS i absorbowania promieniowania UVB, przez co
chronig enzymy naprawy DNA przed utlenianiem. Zwigzkiem fenolowym o silnym dziataniu
przeciwutleniajagcym nalezacym do klasy stilbenow jest resweratrol. Badania in vivo
wykazaly, Ze trans-resweratrol jest w stanie zapobiega¢ uszkodzeniom i rakowi skory

wywolanym promieniowaniem UV (Morocho-Jacome i wsp., 2020; Mansuri i wsp., 2021).
3.3. Bezpieczenstwo filtrow przeciwslonecznych dla zdrowia i Srodowiska

Wiele potencjalnych $rodkéw przeciwstonecznych moze wykazywaé negatywne
skutki, w tym podraznienia skory, fotoalergiczne zapalenie skory, ,,estrogenno$¢” czy ryzyko
niedoboru witaminy D (Ngoc i wsp., 2019).

Niektore komercyjne filtry przeciwstoneczne catkowicie pochtaniaja UVB, natomiast
przepuszczaja duze ilosci UVA, co moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu ryzyka wystapienia
czerniaka. Celowe, dlugotrwale miejscowe stosowanie kremu przeciwstonecznego,
szczegblnie o wysokim SPF, paradoksalnie moze zwigksza¢ ryzyko czerniaka, poniewaz
umozliwia duzo dluzsza ekspozycje na promieniowanie stoneczne. Co wigcej niektore
wrazliwe na S$wiatlo sktadniki kremu przeciwstonecznego moga by¢ czynnikiem
fotoalergicznym. W szczegdlnosci PABA 1 oksybenzon sg najczestszymi skladnikami

powodujacymi zaburzenia skorne. O ile wigksze czastki nie sg uznane za szkodliwe, nano-
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I mikroczastki niektorych nieorganicznych filtrow moga penetrowaé wierzchnig warstwe
skory, przez co moga dziata¢ toksycznie na organizm. Na przyklad wykazano, ze nanoczastki
TiO2 przenikajg przez blony komoérkowe i zaburzajg funkcje zyciowe hodowli ludzkich
fibroblastow skory (Ngoc 1 wsp., 2019). Jednym z powaznych skutkéw ubocznych
naduzywania filtrow UV, ktore poprzez skor¢ dostaja si¢ do ustroju, jest zakldcenie
spermatogenezy i prawidtowego funkcjonowania plemnikow, co moze negatywnie wptywaé
na meska ptodnos¢ (Heo i wsp., 2018). Produkty zawierajgce np. benzofenony, pochodne
kamfory czy kwas cynamonowy, jesli przenikaja poprzez skore, mogg zaburza¢ gospodarke
hormonalng, poniewaz wywotujg efekt podobny do dziatania estrogenéw (Chu i wsp., 2022).
Powszechne stosowanie filtrow UV w potaczeniu z rosngcg popularno$cia turystyki,
nieuchronnie doprowadzito do wykrycia tych substancji w srodowisku i zidentyfikowania ich
jako nowy rodzaj zanieczyszczenia w wodach morskich (Lebaron, 2022, Caloni i wsp., 2021).
Najczgsciej stosowane filtry mineralne moga by¢ uwalniane do $rodowiska w zmiennej iloéci
od 8 do 72%, przy czym formuta kosmetyku ma duzy wpltyw na szybko$¢ uwalniania do
wody (Caloni 1 wsp., 2021; Lebaron, 2022). Wymyte do wody ulegaja dalszym
modyfikacjom. Obecno$¢ materii organicznej w srodowisku wodnym powoduje stabilizacje
czastek TiO, ktore w procesie dyspergowania moga tworzy¢ agregaty z makroczgsteczkami,
np. kwasami humusowymi. Szkodliwe dziatanie nieorganicznych filtrow UV na organizmy
wodne wynika gtoéwnie z ich zdolnosci do przenoszenia pochlonigtej energii na otaczajace
czasteczki, powodujac powstawanie ROS (Caloni i wsp., 2021). Filtry UV moga stanowic¢
zagrozenie dla zdrowia cztowieka, ze wzgledu na nieznane losy tych zwigzkow w tancuchu
troficznym. Niektére z nich gromadza si¢ w organizmach morskich, gdzie moga by¢
metabolizowane lub ulega¢ bioakumulacji i biomagnifikacji (Lebaron, 2022). Szacuje sig, ze
bioakumulacja sktadnikow filtrow UV w organizmach morskich zajmujacych wyzsze
poziomy w tancuchu troficznym prowadzi do dziennego spozycia przez cziowieka wraz
z dietg 0,3-15,2 ng tych szkodliwych substancji. Zanieczyszczenie ekosystemow morskich
filtrami UV stanowi powazne zagrozenie Utraty biordéznorodnosci (Caloni 1 wsp., 2021;
Lebaron, 2021), m.in. ustalono zwigzek pomigdzy ostabieniem koralowcow spowodowanym
ekspozycja na filtry przeciwstoneczne, a wystepowaniem infekcji wirusowych u tych
organizmoéw. Sugeruje to, ze obecnos¢ szczegdlnie BP-3 oraz ZnO moze by¢ przyczyna
zjawiska wybielania raf koralowych, co czgsto prowadzi do $mierci catego korala. Badania
laboratoryjne dostarczaja coraz wiecej dowodow, ze inne organiczne filtry UV, w tym EHMC
I OC, a takze filtry nieorganiczne, gléwnie ZnO mogg by¢ przyczyna wybielania raf

koralowych (Lebaron, 2021).
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4. Wlasciwosci biologiczne i prozdrowotne oraz potencjalne zastosowanie
ekstraktow roslinnych z surowcow pochodzacych z wybranych roslin z rodziny

Rubiaceae i Oleaceae

Alternatywne zrodia sktadnikéw 0 dziataniu  przeciwutleniajacym,
immunomodulujacym lub fotoochronnym wykorzystywane sa w preparatach kosmetycznych,
a takze w przemysle farmaceutycznym, spozywczym i W produkcji nutraceutykéw (Bosso
i wsp., 2021).

Kawowiec, inaczej kawa (Coffea L.) jest krzewem lub niewielkim drzewem wiecznie
zielonym z rodziny marzanowatych (Rubiaceae). Obejmuje ponad 100 gatunkow, z ktorych
Arabica (Coffea arabica) i Robusta (Coffea canephora; Coffea robusta) to dwa z najbardziej
rozpoznawalnych i najczg$ciej uprawianych gatunkéw kaw (Melese i Kolech, 2021;
AL-Asmari, 2020). Ziarna (nasiona pestkowca) kawy znajduja zastosowanie przede
wszytkim, w przemysle spozywczym oraz w medycynie i kosmetologii (Bosso i wsp., 2021).
Ekstrakt z nasion kawy niepalonej, okreslany w literaturze jako ekstrakt z ziaren ,,zielonej”
kawy (GCBE, ang. green coffee bean extract) jest bogatym zrodtem (az ok. 50%) kwasow
chlorogenowych (CGAs, ang. chlorogenic acids), ktére sg réznymi estrami powstatymi
migdzy kwasem cynamonowym, a kwasem chinowym. Sktad chemiczny nasion kawy rézni
si¢ w zalezno$ci od warunkdéw uprawy i sposobu przetwarzania (palenie, mielenie). Ziarna
»zielonej” kawy maja wigkszy potencjat jako zrodlo zwiazkow aktywnych niz ziarna kawy
palonej. Przyktadowy sklad ziaren ,zielonej” kawy przedstawia si¢ nast¢pujaco: 60%
stanowig weglowodany (stachioza, rafinoza, sacharoza, celuloza, arabinogalaktan,
galaktomannany, arabinoza, glukoza, galaktoza, fruktoza, mannitol, mannoza, ksyloza,
ryboza), 8-18% stanowig biatka. W sktad wchodzg rowniez lipidy (trigliceryd, stigmasterol
i sitosterol), kwasy tluszczowe (oleinowy, linolowy, palmitynowy, linolenowy, arachidowy,
stearynowy, behenowy i lignocerynowy) oraz polifenole (12-18% suchej masy; w tym kwasy
kawoilochinowe, ferulochinowe, cynamoilochinowe i dikawoilochinowe). Asparagina,
alanina, kwas glutaminowy, lizyna i kwas asparaginowy to gtéwne sktadniki aminokwasowe
kawy. Ponadto kawa jest bogata w kofeing, trigonelling, teofiling i teobroming (Pratiwi,
2021). Wykazano, ze CGAs hamujg peroksydacje¢ lipidow (redukcja MDA) i zwigkszaja
catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjng osocza poprzez zwigkszenie aktywnosci SOD 1 stezenia
GSH. Wykazuja rowniez dziatanie przeciwzapalne poprzez obnizanie poziomu TNFa, IL-6,
IL-1B, IL-8 (Nikpayam i wsp., 2018). Oprocz kwasoéw fenolowych wysoka aktywno$¢
przeciwutleniajaca wykazuja kofeina, inne polifenole, alkaloidy, garbniki i saponiny. Kofeina
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jest coraz czeSciej stosowana W kosmetykach nie tylko ze wzgledu na wiasciwosci
antyoksydacyjne, ale takze zdolno$¢ przenikania przez barier¢ skorng. Pomaga chronié
komorki skory przed promieniowaniem UV i spowalnia procesy fotostarzenia (Pratiwi, 2021).
Kofeina dzigki utrzymywaniu nawilzenia, pigmentacji i niwelowaniu drobnych zmarszczek
sprawia, ze skora staje si¢ zdrowsza i mtodsza.

Wodne lub alkoholowe ekstrakty z ziaren ,,zielonej” kawy wykazuja wysoki potencjat
antyoksydacyjny i stanowig potencjalny surowiec wykorzystywany przy produkcji
kosmetykow takich jak mydta, kremy do ciala i twarzy czy olejki (Bosso i wsp., 2021).
GCBE w postaci proszku, kapsulek, tabletek czy gumy do zucia jest sprzedawany jako
suplement diety, ktory moze dziataé wspomagajaco przy leczeniu otytosci (Samadi i wsp.,
2015, Sudeep i Shyam Prasad, 2021), nadci$nienia (Ochiai i wsp., 2004), hiperglikemii
(Asbaghi i wsp., 2020). GCBE moze poprawi¢ funkcjonowanie bariery przepuszczalnosci
naskorka, nawilzenie warstwy rogowej naskorka i funkcje mikrokrazenia, co poprawia
wyglad skory (Bosso i wsp.,, 2021). Dodatkowo ekstrakt wykazuje wlasciwosé
antyelastazowa, wlasciwos$ci przeciwstarzeniowe poprzez hamowanie aktywnos$ci enzymow
kolagenazy i elastazy w liniach komorkowych fibroblastow. Ekstrakt wptywa na wzrost
ekspresji gendéw biatek strukturalnych kolagenu, przy jednoczesnym hamowaniu ekspresji
MMPs i cytokin zapalnych. Kofeina wykazuje aktywnos¢ hamujaca wzgledem MMPS
(Saewan i Jimtaisong, 2022). GCBE przypisuje si¢ rowniez zdolnosci fotoprotekcyjne.
Widmo kofeiny charakteryzuje si¢ maksymalng absorbancja przy 272 nm, natomiast
maksymalny pik absorbancji CGA wynosi 330 nm (Navarra i wsp., 2017), co $swiadczy
0 zdolnos$ci pochfaniania promieniowania zaréwno w zakresie UVB, jak i UVA. Kwasy
kawoilochinowe 1 kawoiloferulowe silnie pochtaniaja promieniowanie przy 325 nm, a jest to
zakres promieniowania UVA (Clifford i wsp., 2008).

Oliwka europejska (Olea europaea L.) to drzewo oleiste pochodzace z regionu Morza
Srédziemnego, nalezace do rodziny oliwkowatych (Oleaceae) (Borjan i wsp., 2020). Suszone
liscie oliwki, jeden z produktéw ubocznych przemystu olejarskiego (oliwy), sg uwazane za
tani surowiec zielarski, ktory stanowi istotne zrodto zwigzkow fenolowych o szerokim
zakresie aktywnosci biologicznych (przede wszystkim wlasciwosci przeciwutleniajace
i przeciwzapalne) (Ozcan i Matthius, 2017; Nunes i wsp., 2022). Ekstrakt z lisci oliwki
europejskiej (OLE, ang. olive leaf extract) jest dostepny komercyjnie jako suplement diety
o wielu korzysciach zdrowotnych. Duza zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w lisciach
oliwnych wskazuje na ich wysoka zdolno$¢ antyoksydacyjna, a takze wlasciwosci

hipotensyjne, obnizajagce poziom cholesterolu, kardioprotekcyjne, przeciwzapalne,
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przeciwdrobnoustrojowe (Qabaha i wsp., 2017). Gtownymi zwigzkami fenolowymi
w ekstraktach z lisci oliwki sg oleuropeina, hydroksytyrozol, werbaskozyd, 7-glukozyd
apigeniny i 7-glukozyd luteoliny (Ozcan i Matthius, 2017). Mozna je przyporzadkowaé do
5 gtownych grup zwiazkow fenolowych: oleuropeozydy (oleuropeina i1 werbaskozyd),
flawony (7-glukozyd luteoliny, 7-glukozyd apigeniny, 7-glukozyd diosmetyny, lutelina
I diosmetyna), flawonole (rutyna), flawon-3-ole (katechina) i podstawione fenole (tyrozol,
hydroksytyrozol, wanilina, kwas wanilinowy i kwas kawowy) (Ozcan i Matthius, 2017;
Abaza i wsp., 2015).

OLE jest dostepny w postaci proszku lub kapsulek. Enkapsulacja zwicksza
rozpuszczalno$¢ w wodzie, a takze zabezpiecza przed degradacja i utlenianianiem (Abaza
i wsp., 2015, Nunes i wsp., 2022). Najobficiej wystepujacym polifenolem jest oleuropeina,
dzigki ktorej ekstrakt wykazuje wiasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne (Qabaha
iwsp., 2017). Zwiazki fenolowe moga rowniez dziala¢é chemoprewencyjne poprzez
modulacje cyklu komoérkowego, indukcje apoptozy, regulacje epigenetyczna, hamowanie
szlakow transdukcji sygnatu, jak NFxB, AP-1 oraz MAPK lub poprzez dziatanie
antyoksydacyjne w przypadku fotokarcynogenezy (Lecci i wsp., 2021). Ponadto zwiagzki
fenolowe obecne w OLE aktywuja enzymatyczne i nieenzymatyczne mechanizmy obrony
antyoksydacyjnej (Castejon 1 wsp., 2020), OLE zwigcksza aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych, jak SOD, CAT, GR, GST. Szczegoélnie oleuropeina ma zdolnos¢
zwigkszania poziomu SOD i GPx. Wiele zwigzkéw fenolowych wykazuje zdolno$¢ do
hamowania uszkodzen skory wywotlanych promieniowaniem UVA. Jednocze$nie sg zdolne
do indukcji apoptozy za posrednictwem ROS w komorkach uszkodzonych przez UVA (Lecci
i wsp., 2021). Przeciwutleniacze, jak oleuropeina, hyroksytyrozyna i tyrozyna mogg
zapobiega¢ powstawaniu ROS w komorkach skoéry naswietlanych promieniowaniem UVB.
Hydroksytyrozyna zmniejszajac stres oksydacyjny zapobiega postepowi starzenia si¢ skory.
Dodatkowo hydroksytyrozyna zmniejsza ekspresj¢ mRNA MMP-1 oraz MMP-3. Zaréwno
OLE, jak i oleuropeina mogg zapobiega¢ zmniejszaniu elastycznosci skory poprzez
hamowanie produkcji ROS i MMP-13 (kolagenazy 3) (Nunes i wsp., 2022).
Hydroksytyrozyna zapobiega aktywacji NFxB, zmniejsza wydzielanie cytokin (IL-1p, IL-6,
TNFa), wzmacniajgc dziatanie przeciwzapalne (Nunes i wsp., 2022; Castejon i wsp., 2020).
OLE wykazuje charakterystyczne piki absorpcyjne, przy A = 280 nm, odpowiadajacy
zwigzkom flawonowym oraz A = 325 nm, odpowiadajacy zwigzkom fenolowym, gléwnie

oleuropeinie (da Silva i wsp., 2019).
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Do rodziny Oleaceae nalezy rowniez rodzaj jesion (Fraxinus) obejmujacy ponad 43
gatunki drzew (Akter i wsp., 2020), ktore sa szeroko rozpowszechnione w Ameryce
Potnocnej, Europie oraz wschodniej i zachodniej Azji. Jesion wyniosty (Fraxinus excelsior)
charakteryzuje si¢ zawartoscig weglowodanéw (mannitol, sorbitol, galaktoza, glukoza,
sacharoza, rafinoza, mannitol, stachioza), kumaryn (fraksetyna, fraktyna, eskulina,
eskuletyna, fraksynol), flawonoidow (kwercetyna, suberyna, ramnoglukozyd, kaempferol),
kwasow organicznych, saponin, witamin (C, BI1, karotenoidow), garbnikow (Bussmann,
2019). Niektore gatunki Fraxinus znajdujg zastosowanie we wspotczesnej medycynie. Kora
jesionu wyniostego byla od dawna stosowana jako $rodek przeciwgoraczkowy
I przeciwreumatyczny. Ekstrakty roslinne z roéznych organdéw (kora, liScie) Fraxinus sp.,
I wyizolowane z nich zwigzki potencjalnie mogg modulowac aktywnos¢ roznych kluczowych
enzymoOw zwigzanych z odpowiedzig zapalng. Eskuletyna posiada zdolno§¢ do hamowania
aktywacji MAPK i AP-1 (Sarfraz i wsp., 2017). Alkoholowy ekstrakt z kory F. excelsior
hamuje aktywnos$¢ mieloperoksydazy (Middleton i wsp., 2005), natomiast olejek eteryczny
z F. excelsior wykazuje zdolno$¢ hamowania ekspresji genow COX-2 oraz cytokin
prozapalnych, TNFa i1 IL-1 w hodowli synowiocytéw bydlecych aktywowanych
lipopolisacharydem (Maghsoudi i Haj-allahyari, 2018). Inne lecznicze zastosowanie tej
ro$liny obejmuje dziatanie immunomodulujace, przeciwbakteryjne, przeciwutleniajace,
regenerujgce skore (Maghsoudi i Haj-allahyari, 2018). Jesion koreanski (Fraxinus chinensis
ssp. rhynchophylla) jest zroédtem licznych substancji bioaktywnych, m.in., glukozydéw
sekoirydoidowych, kumaryn, lignanéw, flawonoidow, zwigzkéw fenolowych. Kora jesionu
koreanskiego byta uzywana w Chinach, jako S$rodek przeciwbakteryjny, przeciwbdlowy,
przeciwzapalny, ale tez posiada wlasciwosci moczopedne, przeciwzakrzepowe
i przeciwalergiczne (Lee i wsp., 2020; Lee i wsp., 2021). Sposrod szerokiego spektrum
aktywnosci biologicznych przypisywanych jesionom na uwage zastluguje dziatanie
przeciwnowotworowe. Badania wykazaly, ze metabolity i ekstrakty z r6znych gatunkow
jesionow maja zdolno$¢ hamowania karcynogenezy poprzez ukierunkowane dzialanie na
rozne biatka szlakow sygnalowych zwigzanych z namnazaniem si¢ komorek nowotworowych
(Sarfraz i wsp., 2017).

Obecnos¢ sekoirydoidow, fenyloetanoidéw i1 kumaryn jest cechg charakterystyczng
rodzaju Fraxinus, zwlaszcza wystepowanie kumaryn pozwala na odrdznienie ich od innych
roslin z rodziny Oleaceae. Wplyw naparéow z lisci jesionu wynioslego na zmniejszona
produkcje ROS oraz mediatorow stanu zapalnego, m.in., TNFa, IL-8 i IL-1p w modelu

ludzkich neutrofili przypisano ztozonemu wspoétdziataniu flawonoidoéw, fenyloetanoidow,
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kumaryn, irydoidéw i sekoirydoidow (Kiss i wsp., 2020). Kumaryny wykazuja wtasciwosci,
ktore moglyby by¢ wykorzystane w fotoprotekcji i podobnie, jak wigkszos¢ polifenoli moga
pelni¢ wigcej niz jedng role. Kumaryny moga absorbowacé fotony w pasmie UV (Amax
w zakresie 330-355 nm) i mogg skutecznie zmniejsza¢ poziom ROS (Tattini i wsp., 2014).
Eskuletyna (6,7-dihydroksykumaryna) wykazuje dziatanie przeciwzapalne, przypisuje si¢ jej
dziatanie hamujace wydzielanie cytokin (TNFa, IL-1B, IL-6) i chemokin poprzez blokowanie
szlaku sygnalowego NFxB (Jeong iwsp., 2018). Wykazano, ze eskuletyna wykazuje
dziatanie fotoochronne poprzez hamowanie mMRNA MMP-1 (Sarfraz i wsp., 2017).
Eskuletyna hamuje ekspresje MMP-1 wywotang promieniowaniem UV poprzez hamowanie
aktywno$ci AP-1 i NFkB, co wptywa na zapobieganie postepowi fotostarzenia si¢ skory.
Wplywa tez na zmniejszenie wywolanego przez UV uszkodzenia skory (szorstko$¢
| zwiotczenie), chronigc przed utratg kolagenu. Ekstrakt z kory F. excelsior ze wzgledu na
dziatanie neutralizujace wolne rodniki oraz hamowanie aktywnosci elastazy i kolagenazy jest
roslinnym surowcem zastugujacym na badania pod katem potencjalnego zastosowania

w przemysle dermokosmetycznym (Sarfraz i wsp., 2017).
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Ryc. 6. Struktura dominujacych substancji aktywnych w badanych ekstraktach roslinnych
(opracowanie wiasne na podstawie: Bosso 1 wsp., 2021; Borjan i wsp., 2020; Sarfraz i wsp.,
2017).
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Czes¢ doswiadczalna
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5. Uzasadnienie podjecia tematu

Nadmierna ekspozycja na promieniowanie UV powoduje rumien skoéry i oparzenia
stoneczne (UVB), a takze reakcje fototoksyczne i fotoalergiczne (UVA), a odleglymi w czasie
skutkami mogg by¢ wzmozona pigmentacja, zmiany przednowotworowe, immunosupresja
| przedwczesne starzenie. Na poziomie molekularnym skutkiem dtugotrwatej ekspozycji na
UV sg uszkodzenia DNA, mutacje genow, stres oksydacyjny i reakcje zapalne — wszystkie te
czynniki odgrywaja kluczowa role¢ w procesach fotostarzenia i powstawania nowotworoéw
skory. Rak podstawnokomoérkowy i ptaskonabtonkowy (kolczystokomorkowy) oraz czerniak
naleza do jednych z najczesciej wystepujacych nowotworow. Patogeneza tych schorzen jest
wieloczynnikowa, ale promieniowanie UV $wiatla stonecznego, czy lamp w solariach, uwaza
si¢ za glowny czynnik etiologiczny. Promieniowanie UV, w tym UVA (320-400 nm) oraz
UVB (290-320 nm), wchodzg w interakcje z komdrkami skory na zasadniczo rézne sposoby.
Promieniowanie UVB jest silnie absorbowane przez DNA, co prowadzi do bezposredniego
uszkadzania DNA, podczas gdy DNA prawie nie absorbuje promieniowania UVA.
Biologiczny efekt promieniowania UVA w znacznym stopniu zalezy od obecno$ci tlenu,
oksydaz i endogennych fotosensybilizatorow, generujac ROS, ktore uszkadzaja DNA oraz
inne biomolekuty (Dahle i Kvam, 2003). Chociaz UVA ma nizszg energi¢ niz UVB,
nadmierna ekspozycja na UVA moze powodowac przedwczesne starzenie si¢ skory (Chu
I wsp., 2019, Saewan i Jimtaisong, 2022). Przez wiele lat uwazano, ze promieniowanie UVB
jest glownym czynnikiem odpowiedzialnym za szkodliwe dzialanie promieniowania
stonecznego. Jednak promieniowanie UVA jest rownie niebezpieczne, poniewaz jest
najbardziej rozpowszechnionym sktadnikiem promieniowania stonecznego, wnika glebiej
w skore niz UVB oraz wywoluje zmiany w skorze wlasciwej. Promieniowanie UVA ma
zdolnos¢ przenikania nie tylko przez naskorek, ale przez chmury, odziez oraz szklane szyby,
totez cztowiek jest narazony na jego dziatanie przez caty rok. Skutki szkodliwego dziatania
UVA na skorg sg dhlugofalowe, kumuluja si¢ 1 czegsto sg nieodwracalne. Podobnie jak
promieniowanie UVB, tak i UVA zostalo zaklasyfikowane przez IACR do czynnikow
rakotworczych klasy I (Cadet i Douki 2018). Cho¢ konsekwencje szkodliwego wpltywu
promieniowania UV na skor¢ cziowieka s3a znane, a fotoprotekcja oparta na ostonie
przeciwslonecznej jest wazng strategig zapobiegania fotostarzeniu i nowotworom skory,
jeszcze w ostatnich dekadach XX wieku nie doceniano negatywnego wptywu promieniowania
UVA na skére i w produktach ochrony przeciwstonecznej stosowano gltéwnie filtry chronigce

przed UVB. W tym kontekscie wyjasnienie mechanizmow szkodliwego dziatania
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promieniowania UVA na poziomie komdérkowym i molekularnym, jak réwniez identyfikacja
zwigzkdéw roslinnych chronigcych komorki skory przed tym typem promieniowania s3
istotnym elementem niezbednym dla szeroko pojetej profilaktyki starzenia i nowotworéw
skory.

W ochronie przed promieniowaniem UV maja zastosowanie filtry przeciwsloneczne,
aplikowane miejscowo na powierzchni¢ skoéry, a takze preparaty doustne zawierajace
przeciwutleniacze, neutralizujace reaktywne formy tlenu. Obok filtrow mineralnych (4.
ditlenek tytanu, tlenek cynku) organiczne filtry UV (m.in., pochodne kwasu salicylowego, czy
kamfory) sa gtéwnymi sktadnikami aktywnymi w produktach ochrony przeciwstonecznej
(Parrado 1 wsp., 2018). Stosowane filtry UV do$¢ skutecznie chronig skor¢ przed rumieniem
| zmianami barwnikowymi, jednak nie zapewniaja wystarczajacej ochrony przed
uszkodzeniami DNA 1 modyfikacjami oksydacyjnymi pozostatych makromolekut komorek
skoéry. Wykazano tez, ze niektére syntetyczne filtry UV moga powodowaé reakcje alergiczne
i podraznienia skory (Nunes i wsp., 2018), ich fotostabilno$¢ jest czesto ograniczona (Dondi
i wsp., 2006; Parrado i wsp., 2018), mogag by¢ tez toksyczne jako substancje zaburzajace
gospodarke hormonalng (Chu i wsp., 2022), a ich uwalnianie do $rodowiska moze by¢
szkodliwe dla ekosysteméw morskich (Morocho-Jacome i wsp., 2020).

Obecnie konsumenci poszukuja produktow kosmetycznych zawierajacych w swoim
sktadzie ekstrakty i oleje roslinne, pozbawionych sztucznych barwnikow oraz konserwantow,
jednocze$nie oczekuja produktow skutecznych w dziataniu. Innowacyjnym rozwigzaniem
W ochronie przeciwstonecznej jest wprowadzanie do preparatow naturalnie wystepujacych
zwigzkow 1 ekstraktéw roslinnych. Szczegolnie korzystnym aspektem stosowania naturalnych
sktadnikéw aktywnych w recepturze srodkow ochrony przeciwstonecznej sg ich wlasciwosci
antyoksydacyjne, ale takze szereg innych aktywnos$ci biologicznych, m.in., wlasciwosci
przeciwzapalne, przeciwbakteryjne oraz przeciwwirusowe 1 przeciwgrzybicze), a takze
przeciwmutagenne, immunolstymulujace, czy przyspieszajace procesy gojenia. Obecnie
stosowane filtry przeciwstoneczne sa coraz czgSciej wzbogacane w ro$linne substancje
bioaktywne, m.in., polifenole (w tym flawonoidy, antocyjany), kwasy fenolowe, steroidy
i sterole, terpenoidy, polisacharydy (Morocho-Jacome i wsp., 2020). Dobrymi kandydatami
na fotoprotektory sa ekstrakty uzyskiwane z roslin, ktore charakteryzuja si¢ réznorodnos$cig
mechanizmow  dzialania  chronigcych przed wieloma niepozadanymi  skutkami
promieniowania UV. Naturalne skladniki aktywne, zwlaszcza oleuropeina (sekoirydoid),
ktora tagodzi reakcj¢ rumieniowg skory wywotang promieniowaniem UV; kwasy

kawoilochinowe i kawoiloferulowe, silnie pochtaniajace promieniowanie przy 325 nm; czy
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tez zwigzki kumarynowe, w tym eskuletyna, ktdra jest znanym filtrem UV, moga poprawié¢
skuteczno$¢ dziatania filtrow UV. Liscie oliwne sa bogatym zroédlem zwigzkow
bioaktywnych, takich jak oleuropeina, werbaskozyd, rutyna, tyrozol i hydroksytyrozol, ktore
wykazujg wlasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwustrojowe 1 antyproliferacyjne (Rahmanian
i wsp., 2015). Z kolei z réznych gatunkéw jesiondw wyizolowano szereg skladnikoéw
chemicznych, w tym sekoirydoidy, fenyloetanoidy, lignany, flawonoidy i kumaryny, poza
tym stwierdzono, ze metabolity te, jak 1 zawierajace je ekstrakty, wykazujg roéznorodne
dziatania biologiczne, jak przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwutleniajace,
przeciwdrobnoustrojowe, takze regenerujace skore. Eskuletyna, eskulina, fraksyna
| fraksetyna to niektore z farmakologicznie czynnych sktadnikow o dziataniu
antyoksydacyjnym, przeciwbakteryjnym, przeciwnowotworowym oraz przeciwzapalnym
(Jeong i wsp., 2018).

Dotychczas brak jest badan dotyczacych potencjalu fotoochronnego ekstraktow
izolowanych z r6znych organow i gatunkow jesionoéw, a nieliczne badania nad fotoochronng
rolag ekstraktow z liSci oliwki 1 ziaren kawy dotycza gltownie fotoochrony przed
promieniowaniem UVB. Mechanizmy fotoochronnego dziatania wybranych surowcow
roslinnych sg stabo poznane. Wczesniejsze badania in vitro i in vivo dotyczace aktywnoS$ci
biologicznej ekstraktu z liSci oliwki, ktory obecnie jest popularnym suplementem diety,
koncentrowaly si¢ gldéwnie na wlasciwosciach antyoksydacyjnych i zwigzanym z nimi
dziataniem przede wszystkim kardio- i chemoprewencyjnym, podczas gdy dzialanie ochronne
na komorki skory bylo rzadko badane (Ozcan i Matthius, 2017). Wedtug dostepnych danych
oleuropeina hamuje uszkodzenia skory spowodowane promieniowaniem UVB u myszy,
a hydroksytyrozol, strukturalna jednostka oleuropeiny, chroni DNA i hamuje prozapalna
odpowiedZ keratynocytow na dziatanie promieniowania UVB (Sumiyoshi i Kimura, 2010;
Guo i wsp., 2010). Podobnie GCBE, -charakteryzujacy si¢ silnymi wlasciwosciami
antyoksydacyjnymi, zostat wprowadzony do obrotu jako suplement diety ze wzgledu na wiele
korzysci zdrowotnych, m.in. jako $rodek pomocniczy podczas leczenia nadcisnienia (Ochiai
i wsp., 2004), otytosci (Samadi i wsp., 2015, Sudeep i Shyam Prasad, 2021), czy
hiperglikemii (Asbaghi i wsp., 2020). Mato natomiast wiadomo o fotoochronnej aktywnosci
GCBE. Ekstrakt z lisci Coffea robusta, bogate zrodto kwasu chlorogenowego ze Sladowa
zawarto$cig kwasu kawowego, wykazuje dzialanie przeciwutleniajgce (m.in. redukuje poziom
ROS) i przeciwzapalne (hamuje ekspresjc COX-2 i inhibitora kappa B) w fibroblastach
ludzkiej skory, poddanych dzialaniu UVB, a takze posiada zdolno$¢ do *tagodzenia
fotouszkodzen wywotanych UVB u bezwlosych myszy BALB/c (Wu i wsp., 2017). Gléwne
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sktadniki ekstraktow Fraxinus sp., czyli eskulina i eskuletyna wykazuja silne dziatanie
antyoksydacyjne. Eskuletyna ma zdolno$¢ wychwytywania ROS w ludzkich fibroblastach
skory (HDF) naswietlanych UVB, a takze traktowanie komoérek HDF eskuletyng przed
naswietlaniem UVA wplywa na zmniejszenie ekspresji mRNA MMP-1 (Lee i wsp., 2007).
Naturalne, standaryzowane ekstrakty roslinne, bogate w sktadniki aktywne, zwtaszcza
zwiazki fenolowe, takie jak kwasy kawoilochinowe, oleuropeina, czy pochodne kumarynowe,
dodane do receptury tradycyjnych filtrow UV, mogg poprawi¢ skutecznos$¢ ich dziatania, co

jednoczes$nie umozliwitoby zmniejszenie zawartosci filtrow syntetycznych w preparacie.
6. Zalozenia i cele badan

Gléwnym celem badan byla ocena potencjalu fotoochronnego ekstraktow
z wybranych surowcoéw roslinnych wobec fibroblastow skory w warunkach in vitro oraz

poznanie mechanizméw fotoprotekeji.

Podstawa hipotezy badawczej byto zatozenie, ze badane ekstrakty roslinne chronig ludzkie
fibroblasty skory (linii Hs68) przed szkodliwymi skutkami promieniowania UVA, ujawniajac
jednoczes$nie wlasciwos$ci antyoksydacyjne, antyapopototyczne oraz przeciwzapalne.
Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej zostaly podzielone na cele
szczegblowe:
1) ocena cytotoksycznosci ekstraktow roslinnych wobec badanych komorek (test CCK-8)
2) okreslenie udziatu ekstraktow roslinnych w ochronie fibroblastow przed stresem
oksydacyjnym indukowanym promieniowaniem UV A poprzez pomiar:
a. zywotnosci (test CCK-8)
b. poziomu uszkodzen DNA (test kometowy)
C. poziomu wewnatrzkomorkowych ROS (metoda fluorescencyjna z H.DCF-DA)
3) wskazanie prawdopodobnych mechanizméw odpowiedzialnych za dziatanie
antyoksydacyjne 1 fotoochronne ekstraktow poprzez okreslenie ich wptywu na:
a. uktad tioredoksyna/reduktaza tioredoksyny (ekspresje TrxR metodg ELISA)
b. drogi $mierci komorkowej indukowanej promieniowaniem UVA
Z wykorzystaniem markerow apoptozy i senescencji (ocena stopnia
eksternalizacji fosfatydyloseryny metoda cytometrii przeptywowej, pomiar
aktywnosci kaspaz -8, -9 i -3 (testy z substratami chromogennymi) oraz

B-galaktozydazy zwiagzanej ze starzeniem metoda ELISA)
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c. produkcj¢ metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej (MMP -1, -3 i -9
metoda ELISA)
d. gléwne szlaki sygnatowe z udzialem supresora nowotworowego p53,
czynnikow transkrypcyjnych AP-1 i NFkB oraz biatka Klotho (metoda
ELISA)
4) ocena przeciwzapalnego dziatania ekstraktow poprzez pomiar stezenia wydzielanych
cytokin prozapalnych IL-2 i TNFa (metoda ELISA)
5) pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej ekstraktow roslinnych (metodg FRAP
oraz metodg redukcji kationorodnika ABTS" i rodnika DPPH) oraz wyznaczenie

wskaznika ochrony przeciwstonecznej (SPF)

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji ds. Bioetyki Badan Naukowych
Uniwersytetu £.odzkiego — uchwata nr 12/KBBN-UL/III/2018.

7. Materialy
7.1. Material badawczy
Przedmiotem badan byly dwa komercyjne ekstrakty roslinne z:

e lisci oliwki (Olea europaea); rodzina oliwkowate (Oleaceae)
¢ nasion kawy (Coffea robusta); rodzina marzanowate (Rubiaceae)
oraz trzy ekstrakty wyizolowane w Zakladzie Farmakognozji Wydzialu Farmaceutycznego

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z nastepujacych surowcoOw roslinnych:

e kory i lisci jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior); rodzina oliwkowate (Oleaceae)

e Kkory jesionu koreanskiego (Fraxinus rhynchophylla); rodzina oliwkowate (Oleaceae)

Materiat biologiczny do badan stanowity:

e linia ludzkich fibroblastow skory — Hs68

e jednojadrzaste komorki krwi obwodowej — (ang. peripheral blood mononuclear cells;
PBMCs)

Komoérki linii Hs68 zakupiono w American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA,

Stany Zjednoczone).
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Komorki jednojadrzaste (PBMCs) izolowano z kozuszkéw leukocytarno-ptytkowych
zakupionych w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Lodzi (krew od
dawcow byla pobierana do zestawu z antykoagulantem CPD (cytrynian trisodowy, fosforan,

glukoza)).
7.2. Charakterystyka linii komorkowej

Tabela 1. Specyfikacja linii komorkowej Hs68

Linia Hs68 (ATCC® CRL-1635™)

Organizm Homo sapiens, cztowiek

Pierwotne Skora, napletek

usytuowanie

Morfologia Fibroblasty

Typ wzrostu Wzrost w postaci monowarstwy (linia komoérek adherentnych)
komorek

Choroba Niedobor aspartoacylazy

Dane kliniczne Mgzczyzna rasy kaukaskiej

(pte¢/wiek)

Pochodzenie Hs68 jest jedng z serii linii ludzkich fibroblastow skory opracowanych
w Naval Biosciences Laboratory (NBL) w Oakland w Kalifornii. Materiat
uzyskano od nowonarodzonego mezczyzny rasy kaukaskiej w lutym 1969

roku.

Nowotworowo$¢ | Nie

Zdjecie*

Hsb8 (ATCC® CRL-1635")

*Zdjecie  reprezentatywne przedstawiajagce  morfologie komorek  wykorzystanych
w doswiadczeniach wykonano przy pomocy mikroskopu $wietlnego kontrastowo-fazowego
0 odwrdéconej optyce model Primo Vert firmy Carl Zeiss z kamerg AxioCam 105 color
(autorstwa Paulina Machata).
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7.3. Odczynniki chemiczne

Tabela 2. Odczynniki chemiczne zastosowane w doswiadczeniach

Odczynniki chemiczne

Odczynniki do hodowli komdrkowe;j

Biological Industries (Cromwell, USA): bufor HBSS (Hanks™ Balanced Salt solution)
bez czerwieni fenolowej; DPBS bez jonow Ca2+ 1 Mg2+; PBS;

Biowest (Nuaill¢, Francja): inaktywowana termicznie ptodowa surowica bydleca
(FBS);

Lonza (Basel, Szwajcaria): medium DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium)
z4,5 g/L glukozg i L-glutaming;

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): antybiotyki penicylina i streptomycyna; RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640) medium z L-glutamina;
trypsyna-EDTA,;

Komercyjne zestawy odczynnikow

BioVision (Mountain View, CA, USA): Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit
#K106-100; FLICE/Caspase-8 Colorimetric Assay Kit #K113-100; Caspase-9
Colorimetric Assay Kit #K119-100; Thioredoxin Reductase 1 (TXNRD1) Human
SimpleStep ELISA® Kit (ab192150; Abcam, Cambridge, UK)

Boster Biological Technology (Valley Ave, Pleasanton, California, USA): Human
KL PicoKine™ ELISA #EKk1688;

Glory Science (TX, USA): Human Transcription Factor/Activator Protein 1 (AP-1)
ELISA Kit #H7438;

Krishgen BioSystems (Mumbai, India): Human TNF-a GENLISA™ ELISA
KB1145; Human IL-2 GENLISA™ ELISA KB1064;

Qayee Biotechnology (Shanghai, China): Human NFKB1 ELISA Kit;
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): Cell Counting Kit-8 (CCK-8);

Wuhan Fine Biological Technology Co., Ltd., (Wuhan, China): Human MMP-1
(Matrix Matalloproteinase 1) ELISA Kit EH3656; Human MMP-3 (Matrix
Matalloproteinase 3) ELISA Kit EH0235; Human MMP-9(Matrix Matalloproteinase
9) ELISA Kit EH0238; Human Total P53 (Tumor Protein p53) ELISA Kit EH3898;

Pozostate odczynniki

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): 5-amino-2,3-dihydroftalazyn-1,4-dionu (luminol);
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aceton; agaroza LMP (o niskiej temperaturze topnienia); agaroza NMP (o0 normalnej
temperaturze topnienia); albumina surowicy bydlecej (BSA); biekit trypanu,
dichlorowodorek 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (DAPI); dioctan 2',7'-
dichlorodihydrofluoresceina (H2DCF-DA); Histopaque®-1077; kwas 2,2'-azino-
bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy) (ABTS); kwas 5,5’-ditio-bis(2-
nitrobenzoesowy) (DTNB); kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-
karboksylowy (Trolox); kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA); odczynnik
Bradford; Triton™ X-100; Tween® 20; kwercetyna; rutyna; kwas askorbinowy;
2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ); 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH); RIPA
Lysis Buffer;

e Bio-Rad (Hercules, USA): Precision Plus Protein™ Dual Color Standards;

e POCH (Gliwice, Polska): H202; etanol; HCI; NaOH; metanol; glicyna; DMSO;
sodium dodecyl sulfate (SDS); Tris; H2SO4; NaH2PO4-H20; Na2HPO4;

7.4. Aparatura

e Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA: cyfrowy analityczny cytometr przepltywowy
model LSR® II

e Bio-Rad, Hercules, USA: automatyczny licznik komoérek model TC20™

e Bio-Rad, Hercules, USA: czytnik mikroptytek UV-Vis Bio-Rad 550

e BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Niemcy: czytnik mikroptytek UV-Vis
SPECTROstar Nano

e C(arl Zeiss z kamerg AxioCam 105 color, Oberkochen, Niemcy: mikroskop swietlny
kontrastowo-fazowy o odwrdconej optyce

e Cleaver Scientific Ltd., Rugby, Wielka Brytania: aparat do elektroforezy kometowej
model CSL-COM20

e Froilabo, Meyzieu, Francja: zamrazarka laboratoryjna gltgbokiego mrozenia model
BM EVO 515

e INFORS HT, Bottmingen, Szwajcaria: kotyska laboratoryjna model WAVETEC

e Jenoptik, Tokio, Japonia: mikroskop fluorescencyjny o odwroconej optyce model
Eclipse E400 firmy Nikon z kamerg ProgRes MF cool

e Kucharczyk, Warszawa, Polska: blok grzejno-chtodzacy Hot Winter 3 - model
Combitherm-2 CH3-150 firmy BioSan (Korneuburg, Austria)
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https://www.merckmillipore.com/PL/pl/product/RIPA-Lysis-Buffer-10X,MM_NF-20-188

e lampa rteciowa o mocy 60 W (EMITA VP-60)

e lampa UV — ML3500 Series MAXIMA (typ ML-3500S)

e MPW MED. Instruments, Warszawa, Polska: wiro6wka model MPW-352R

e MPW, Warszawa, Polska: wiréwka MPW 260R

e MPW, Warszawa, Polska: wirowka MPW 370

e Niive, Ankara, Turcja: cieplarka laboratoryjna model EN 400

e Niive, Ankara, Turcja: inkubator CO2 do hodowli komoérek model EC 160

¢ RADWAG, Radom, Polska: wagi laboratoryjne: analityczna — model AS 60/220.R2;
precyzyjna — model PS 200/2000.R2.H

e Sigma, Osterode am Harz, Niemcy: wir6wka model 3K30

e Spektrofotometr UV/VIS T60

e Thermo Scientific™ , Waltham, Stany Zjednoczone: czytnik ptytek do pomiaru
fluorescencji model Fluoroskan™

e Thermo Scientific™, Waltham, Stany Zjednoczone: komora z przeptywem
laminarnym model Safe 2020

e Unicam, Cambridge, Wielka Brytania: spektrofotometr Helios UV-Vis
8. Metody

8.1. Hodowla komorkowa

Hodowle komoérek Hs68 prowadzono w pozywce DMEM o wysokiej zawarto$ci
glukozy z L-glutaming oraz pirogronianem sodu, wzbogaconej o czerwien fenolowa,
z dodatkiem 10% FBS oraz antybiotykow: penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny
(100 mg/ml). Komoérki hodowano w standardowych warunkach w inkubatorze CO2 (37°C,
5% CO2 i 90% wilgotnoscig). Po osiggnigciu 80% konfluencji, komorki regularnie
pasazowano, uzywajac do badan fibroblasty w wyktadniczej fazie wzrostu.

Pasazowanie komoérek adherentnych: po wusunigciu medium hodowlanego,
monowarstwe komoérek przemywano buforem DPBS bez jonéw Ca®' i Mg?". Nastepnie
dodano roztwor trypsyny — EDTA (0,25%), w celu odklejenia komorek od podtoza. Inkubacje
z trypsyng prowadzono w inkubatorze CO: czasie 3-5 min, kontrolujac ten proces pod
mikroskopem. Po odklejeniu komorek dodano medium hodowlane, a nast¢pnie zawiesing
komoérkowa przenoszono do nowych, sterylnych butelek hodowlanych, uzupetniajac do

wymaganej objetosci pozywka hodowlang (DMEM).
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Kazdorazowo po pasazu komdrkowym oceniano zywotno$¢ fibroblastow. Do oceny
wykorzystywano biekit trypanu — barwnik wnikajacy do komoérek o uszkodzonej blonie
komorkowej zabarwia takie komorki na niebiesko. Zawiesing komérkowg wraz z barwnikiem
zmieszano w stosunku (1:1), a nastepnie zliczano pod mikroskopem, przy uzyciu komory
Thoma®. Liczbe komérek w przeliczeniu na 1 ml wyliczano na podstawie wzoru: 4x10°
xaxn, w ktérym a — to $rednia liczba komérek w matym kwadracie komory; n - rozcienczenie
badanej proby. Na tej podstawie sporzadzano zawiesing komorkowa o pozadanej gestosci.

Zywotno$¢ komoérek wynosita 99+5%.
8.1.1. Wysiewanie komorek do inkubacji z badanymi ekstraktami roslinnymi

Komorki wysiewano na przezroczyste lub czarne, jalowe 96-dotkowe plytki hodowlane lub
przezroczyste ptytki 6-dotkowe, w zaleznosci od prowadzonego do$wiadczenia. Rowniez
liczba komorek byta uzalezniona od wykonywanego eksperymentu. W celu utworzenia
monowarstwy, czyli przyklejenia si¢ komoérek do podtoza, hodowle komérkowa zaktadano 24

godziny przed inkubacjg z ekstraktami.
8.2. Oznaczanie profilu fitochemicznego badanych ekstraktow roslinnych

Metodyka analizy fitochemicznej, jakosciowej UHPLC-PDA-ESI-MS® oraz ilosciowe;
HPLC, zostala przeprowadzona przez Zaktad Farmakognozji Wydziatu Farmaceutycznego
UMED w Lodzi w ramach prowadzonej wspotpracy. Metodyka ta zostata zamieszczona

w rozdziale 13 — Suplement.
8.3. Przygotowanie roztworéw macierzystych ekstraktow roslinnych

Ekstrakty roslinne metanolowe (z Fraxinus excelsior, Fraxinus rhynchophylla) oraz
etanolowo-wodne (z Olea europaea oraz Coffea robusta) rozpuszczano w DMSO, otrzymujac
roztwory o st¢zeniu wyjsciowym 20 mg/ml. Antyoksydanty stanowigce kontrol¢ pozytywna
(kwercetyna i rutyna) réwniez byly rozpuszczane w DMSO (roztwory macierzyste 20 mg/ml)
lub w wodzie (kwas askorbinowy). Koncowe stezenie DMSO w przygotowywanych

probkach nie przekraczato 0,125%.
8.3.1. Inkubacja komorek z ekstraktami roslinnymi i naswietlanie

Badane ekstrakty roslinne uprzednio rozcienczone do okreslonych stezeh dodawano do
komorek w proporcji objetosciowej 1/100 i inkubowano przez 24 godziny. Przed etapem

naéwietlania komorki trzykrotnie przemywano DPBS, nastepnie naswietlano dawka 8 J/cm?
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promieniowania UVA, pozostawiajac cienkg warstw¢ DPBS. Po naswietlaniu powtorzono
proces przemywania, w koncowym etapie dodawano $wieze medium hodowlane. Optymalna
zastosowana dawka promieniowania zostala ustalona wcze$niej doswiadczalnie, tak aby
uzyska¢ zauwazalne uszkodzenia komoérkowe i aby odsetek zywych komorek wynosit okoto
80%. Rownolegle sporzadzano kontrolg fibroblastow, do ktorej dodawano DMSO zamiast
badanych zwigzkow roslinnych. Jednoczesnie dla kazdego doswiadczenia przygotowywano
identyczne zestawienie prob, ktore nie poddawano naswietlaniu. W badaniach wstepnych do
naswietlania fibroblastow stosowano lampe rteciowg o mocy 60 W (EMITA VP-60),
natomiast w pozostatych badaniach stosowano lampg UV — ML3500 Series MAXIMA (typ
ML-35008), kazdorazowo dostarczajac taka sama dawke promieniowania — 8 J/cm?2. Analizy
biochemiczne wykonywano po naswietlaniu w czasie wymaganym w danym eksperymencie.
Do niektorych oznaczen wykorzystywano supernatanty komorkowe, uzyskiwane przez
odwirowanie (2600 obr./min, 15 min, wirowka MPW 260R). Supernatanty zamrazano

I przechowywano do dalszych oznaczen (-20°C/-80°C).
8.4. Ocena cytotoksycznosci ekstraktow roslinnych

W celu okreslenia czy badane ekstrakty roslinne i kontrolne antyoksydanty nie s3
cytotoksyczne wobec komorek Hs68 prowadzono 48-godzinng hodowle komorkowsa
w medium z dodatkiem ekstraktow w badanych st¢zeniach (2,5; 5; 10; 25 pg/ml). Po
wyznaczonym czasie inkubacji wykonywano test CCK-8, analogicznie jak w przypadku
okreslania zywotno$ci fibroblastow po naswietleniu (podrozdziat 8.5.). Przezywalnos¢
komorek Hs68 przedstawiono w postaci ,,% kontroli”, przyjmujgc absorbancj¢ w komorkach

kontrolnych (nieinkubowanych z ekstraktami) jako 100%.

absorbancja proby inkubowanej z ekstraktem x 100%

wotnosé 1041 =
zywotnosé [%] absorbancja proby kontrolnej
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8.5. Metody oceny zywotnosci komorek i poziomu stresu oksydacyjnego

8.5.1. Oznaczanie zywotnosci komoérek Hs68 po naswietleniu testem

spektrofotometrycznym z CCK-8

Zasada metody:

Metaboliczny test oznaczania zywotnosci komorek jest oparty na pomiarze absorbancji
barwnego formazanu, produktu redukcji (dzigki aktywnos$ci enzymoéw oksydoredukcyjnych,
przede wszystkim dehydrogenaz komérkowych zywych komérek) rozpuszczalnej w wodzie
soli tetrazoliowej WST-8 (s61 monosodowa 2-(2-metoksy-4-nitrofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-
(2,4-disulfofenylo)-2H-tetrazolu). Powstaty formazan charakteryzuje si¢ pomaranczowym
zabarwieniem, a ilo§¢ aktywnych metabolicznie komodrek jest proporcjonalna do
intensywnosci zabarwienia medium komoérkowego. Roztwor wykazuje maksimum
absorbancji przy dlugosci fali A = 450 nm. Oznaczenia wykonywano za pomoca
komercyjnego zestawu — Cell Counting Kit-8, Code 96992 - zgodnie z metoda opisang przez
producenta (Sigma-Aldrich).

Przebieq oznaczenia:

Fibroblasty wysiewano na jatowe, przezroczyste 96-dotkowe mikroptytki w liczbie 10000
komorek na dotek (1x10%), przeznaczone do naswietlania na jedng ptytke, natomiast komoérki
nienaswietlane na druga ptytkg, w co najmniej 3 powtodrzeniach. Przygotowane komorki
inkubowano przez 24 godziny w inkubatorze (37°C, 5% CO2 i 90% wilgotnosci), w celu
utworzenia monowarstwy. Po inkubacji usuni¢to pozywke hodowlang znad komorek, dodano
swiezg pozywke bez dodatku FBS oraz badane zwigzki roslinne. Inkubowano przez 24
godziny w analogicznych warunkach, po czym usuwano medium, monowarstwe przemywano
dwukrotnie DPBS (w/o Ca?*, w/o Mg?"). Dodawano DPBS oraz na$wietlano fibroblasty
dawka promieniowania réowna 8 J/cm?. Powtérzono etap przemywania, nastepnie dodawano
$wieze medium bez FBS i inkubowano w inkubatorze (37°C, 5% CO3) przez 48 godzin. Po
uplywie czasu inkubacji komoérki przeptukiwano DPBS, nanoszac §wieze medium oraz
odczynnik CCK-8. Po 3-godzinnej inkubacji dokonywano pomiaru absorbancji przy A=490
nm na czytniku mikroptytek (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Niemcy: czytnik
mikroptytek UV-Vis SPECTROstar Nano).

Odsetek zywych fibroblastow Hs68 po naswietleniu UVA obliczano wg ponizszego

wzoru przyjmujgc absorbancje odpowiedniej kontroli nienaswietlanej jako 100%.
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absorbancja proby naswietlanej x 100%

zywotnosé |%| = - — - — -
y (%] absorbancja zbieznej proby nienaswietlanej

8.5.2. Pomiar calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej ekstraktow roslinnych

Catkowity potencjat antyoksydacyjny (TAC, ang. Total antioxidant capacity) ekstraktéw
z: Fraxinus excelsior, Fraxinus rhynchophylla, Olea europaea oraz Coffea robusta oznaczono

trzema wybranymi metodami.

8.5.2.1. Zdolnos$¢ zmiatania kationorodnika ABTS*

Zasada metody: Zdolno$¢ ekstraktow roSlinnych do redukcji kationorodnika ABTS™
oznaczano wedtug metody Re i wsp. (Re i wsp., 1999). Utlenianie ABTS nadsiarczanem
potasu prowadzi do wytworzenia zielononiebieskiego chromoforu kationorodnika ABTS™,
ulegajacemu odbarwieniu pod wpltywem przeciwutleniaczy obecnych w badanej probie.

Spadek absorbancji przy A=414 nm jest miarg TAC.

Przebieg oznaczenia: ABTS rozpuszczono w 10 mM buforze sodowo fosforanowym o pH

7,4, dodajac nadsiarczan potasu. Nastgpnie roztwdr przechowywano w temperaturze
pokojowej przez 12 godzin (w ciemnos$ci). Macierzysty roztwér kationorodnika
rozporcjonowano i zamrozono (-20°C). Przed kazdym pomiarem roztwor macierzysty
kationorodnika ABTS'" rozcieficzano 10mM buforem sodowo fosforanowym o pH 7,4 do
osiggnigcia absorbancji okoto 1,0 przy A=414 nm.

Do 200 pl 0,4 M buforu octanowego (pH 5,8) dodawano po 5 pul badanych ekstraktow.
Mierzono absorbancje w czytniku mikroptytek UV-Vis SPECTROstar Nano firmy BMG
LABTECH ptytek, przy A = 415 nm (A0). Do kazdej studzienki na plytce 96-dotkowej
dodawano po 20 pl 10 mM roztworu kationorodnika ABTS™* w 30 mM buforze octanowym
(pH 3,6). Jednoczesnie sporzadzano probe kontrolng (blank) zawierajaca 205 ul 0,4 M buforu
octanowego (pH 5,8) z 20 ul roztworu kationorodnika ABTS™". Plytke inkubowano przez
5 minut w temperaturze pokojowej, nastgpnie mierzono absorbancj¢ przy A = 415 nm (Al).
Sporzadzano krzywa wzorcowa dla Troloxu (0,008 — 1,0 pmol/ml). Absorbancj¢ mierzono
przy 415 nm, nastepnie dodawano po 20 pl roztworu kationorodnika ABTS™. Probki
inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej i ponownie mierzono absorbancj¢ przy
dlugosci fali 415 nm. TAC ekstraktow, wyrazony w jednoelektronowych réwnowaznikach

Troloxu, obliczono na podstawie roznic absorbancji A1 — A0 (po uprzednim odjeciu: Al
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BLANK — A0 BLANK), krzywej wzorcowej oraz poprzez pomnozenie uzyskanego wyniku
2razy (1 czasteczka Troloxu reaguje z 2 wolnymi rodnikami). Oznaczenie wykonano

W 4 niezaleznych powtorzeniach.

8.5.2.2. Metoda FRAP

Zasada metody: Metoda oparta jest na redukcji jonow Fe®* do jonoéw Fe?*, ktére sa

kompleksowane przez TPTZ (2,4,6-tripirydylo-S-triazyne¢) z wytworzeniem intensywnie
niebieskiego zabarwienia. Zmiana absorbancji wytworzonego kompleksu TPTZ-Fe?* jest
proporcjonalna do zawartosci antyoksydantow w badanej probie. Kompleks wykazuje

maksimum absorbcji przy dlugosci fali 593 nm.

Przebieg oznaczenia: Ekstrakty oraz zwiagzki referencyjne: kwas askorbinowy, kwercetyng

I rutyne rozpuszczano w 50% DMSO (uzyskiwano roztwory o stezeniu 5 mg/ml), a nastgpnie
kolejno rozcienczano tym samym roztworem w celu otrzymania roztwordOw o stezeniach
5, 10, 20, 40, 80 pg/ml. Przygotowano 10 mM roztwér TPZT w 40 mM HCI, 20 mM roztwor
FeCl3 oraz sporzadzono krzywa wzorcowa (z uzyciem FeSOa).

Do 240 pl roztworu roboczego (bufor octanowy + TPTZ + FeCls) dodawano po 20 pl
badanych ekstraktow. Probki inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej, po
czym zmierzono absorbancje przy diugosci fali 593 nm na czytniku mikroptytek UV-Vis
SPECTROstar Nano firmy BMG LABTECH. Okreslono przyrost wartosci absorbancji AA
poszczegdlnych probek w stosunku do absorbancji proby odczynnikowej. Zdolnos¢
redukujaca badanych probek wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowej (wyniki

wyrazono w ekwiwalentach jonéw zelaza — mmolach Fe?*/g suchego ekstraktu).

8.5.2.3. Metoda redukcji rodnika DPPH*

Zasada metody: Rodnik DPPH" (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu) w roztworze metanolowym
charakteryzuje si¢ intensywnie fioletowym zabarwieniem o maksimum absorpcji przy
dtugosci fali 517 nm. Rodnik ulega redukcji pod wplywem wychwytywania elektronow
pochodzacych od substancji antyoksydacyjnych, w wyniku czego powstaje stabo zabarwiony

produkt. Zmiana zabarwienia zostala zarejestrowana spektrofotometrycznie.

Przebieg oznaczenia: Ekstrakty oraz zwigzki referencyjne rozpuszczano w 50% DMSO,

a nastepnie kolejno rozcienczano w celu otrzymania roztworéow o stezeniach w zakresie:
10-80 ng/ml. Sporzadzono macierzysty metanolowy roztwor rodnika DPPH’, w celu

przygotowania roboczego roztworu o absorbancji okoto 1,4. Na ptytke nanoszono po 20 pl
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prob badanych oraz po 400 pl roboczego metanowego roztworu rodnika DPPH". Mieszaning
inkubowano w ciemnosci przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie odczytano
absorbancje przy dlugosci fali 517 nm na czytniku mikroptytek UV-Vis SPECTROstar Nano
firmy BMG LABTECH. Spadek absorbancji (Ao — A) jest miarg ilosci antyoksydantow
obecnych w probce. Wyznaczono %RSA (ang. Radical Scavenging Activity,), czyli zdolnosé¢
do przeciwdziatania reakcji utleniania dla $rednich wartosci absorbancji w badanych

probkach, na podstawie wzoru:

%RSA = 100 x (A0 — A)/AO0,

gdzie Ag — absorbancja proby kontrolnej, A — absorbancja prob badanych.

8.5.3. Analiza uszkodzen DNA metoda kometowa (elektroforeza pojedynczej komorki)

Zasada metody:

Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym pojedynczej komorki pozwala na analize
uszkodzen materialu  genetycznego, powstalych na skutek dziatania czynnikow
genotoksycznych. Elektroforeza pojedynczych komorek (ang. single cell gel electrophoresis,
SCGE), umozliwia analiz¢ peknig¢ DNA, zaréwno jednoniciowych, jak i dwuniciowych.
Trwajaca elektroforeza pozwala na migracje DNA w stron¢ anody z predkoscig uzalezniong
od rozmiaréw czasteczki. Obraz spod mikroskopu uszkodzonej komoérki przypomina
wygladem kometg: ,,gtowa” odpowiadajgca miejscu unieruchomienia komorki przed liza oraz
,»ogon” stanowigcy fragmenty 1 petle nici DNA, uwolnione ze struktur jadrowych w wyniku
peknig¢ DNA. Uszkodzenia DNA w fibroblastach oznaczono za pos$rednictwem testu
kometowego w alkalicznej wersji wedlug Singh i wsp. (Singh i wsp., 1988) z kilkoma
modyfikacjami (Klaude 1 wsp., 1996). Poziom uszkodzen DNA okreslany jest jako % DNA

zawartego w ,,ogonie” (Czubaszek 1 wsp., 2014).

Przebieg doswiadczenia:

Komorki wysiewano na jalowe plytki 6-dotkowe, w liczbie 2*10° komérek/ml. Po
24-godzinne] inkubacji dodawano badane ekstrakty roslinne o odpowiednich st¢zeniach
(w zakresie 5-25 ug/ml), a takze zwigzki referencyjne (kwas askorbinowy, kwercetyng
i rutyne) do koncowego stgzenia 25 pg/ml, komorki inkubowano przez kolejne 24 godziny.
Po uptywie czasu inkubacji przeplukiwano komorki roztworem DPBS oraz naswietlano

promieniowaniem UVA (8 J/cm?), wymieniano medium i prowadzono dalsza 24-godzinng
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inkubacje, umozliwiajac naprawe¢ powstalych uszkodzen DNA. Roéwnoczes$nie
przygotowywano identyczny zestaw prob, ktore nie byly traktowane promieniowaniem UVA.
W kolejnym etapie poddawano komorki trypsynizacji, celem ich odklejenia od ptytki,
wirowano. Osad komorkowy zawieszano w roztworze agarozy o niskim punkcie topnienia
(LMP). Przygotowang zawiesing komoérek nanoszono na szkietko podstawowe, oplaszczone
agarozg o normalnym punkcie topnienia (NMP), przykrywano nakrywkowym szkietkiem,
pozostawiano do czasu zestalenia agarozy. Kontrole pozytywna stanowity komorki narazone
na dziatanie 10 uM H202 przez 10 minut na lodzie. Komorki poddawano procesowi lizy
w buforze lizujacym (zawierajacym 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 1% Triton X-100,
10 mM Tris pH 10; 1 godzina, 4°C), w celu uwolnienia DNA. Nastgpnie szkietka
przemywano buforem rozwijajacym i umieszczano w tym samym buforze (3 M NaOH, 1 mM
EDTA) na okres 20 minut. Wykonywano elektroforeze (20 min, 17 V, 32 mA w buforze
elektroforetycznym: 300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH>13) (Czubatka
i wsp., 2015). Po =zakonczonej elektroforezie, szkielka pozostawiano do wysuszenia,
anastgpnie  barwiono roztworem DAPI. Komorki zliczano pod mikroskopem
fluorescencyjnym Nikon Eclipse (Nikon, Tokio, Japonia), wyposazonym w kamer¢ video
4910 COHU (Cohu, Inc., San Diego, CA) i komputerem z oprogramowaniem Lucia-Comet
v.4.51 (Laboratorium Obrazowania, Praga, Republika Czeska). Analiza byla oparta na
zliczeniu 100 przypadkowo wybranych komet w odniesieniu do wszystkich preparatow.
Poziom uszkodzen DNA w naswietlonych fibroblastach wyrazano jako procentowa zawarto$¢
DNA w ,,ogonie”, po odjeciu uszkodzen endogennych (% DNA w ,,ogonie” w zbieznej

probcee nienaswietlanej).
8.5.4. Okreslenie poziomu ROS (metoda z H.DCFDA)

Zasada metody: metoda opiera si¢ na utlenianiu sondy fluorescencyjnej H.DCF-DA (dioctanu

dihydrodichlorofluoresceiny) przez istniejagce wewnatrzkomorkowe ROS. Sonda H.DCF-DA
to chemicznie zredukowana forma fluoresceiny. Posiada ona mozliwo$¢ swobodnego
przenikania do wne¢trza komorki, poprzez btong¢ komodrkowa, a tam ulega hydrolizie
(deacetylacji) do niefluoryzujacej HoDCF, na skutek dziatania esteraz. W nastgpnym etapie
sonda ulega utlenieniu przez wewnatrzkomorkowe ROS, tworzac koncowy produkt reakcji,
jakim  jest 2’,7’-dichlorofluoresceina (DCF), charakteryzujaca si¢ silng
fluorescencjg. Zwiagzek ten pozostaje w cytozolu komorek, wykazujac maksimum
wzbudzenia przy dlugosci fal wzbudzenia Aex = 495 nm 1 maksimum emisji, przy dlugosci fal

emisji Aex = 529 nm. Intensywnos$¢ fluorescencji sondy jest wprost proporcjonalna do ilosci
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reagujacych z nig ROS, obecnych w komorce. Oznaczenie wykonano na podstawie metody
opisanej przez Balcerczyk i wsp. (Balcerczyk i wsp., 2005), a wyniki przedstawiono jako
% kontroli, przyjmujac za 100% ilos¢ wzglednych jednostek fluorescencji (RFU)
w fibroblastach kontrolnych (nietraktowanych ekstraktami) po naswietleniu (obliczano

réznice w RFU pomigdzy kontrolg naswietlang i nienaswietlang).

Przebieg do$wiadczenia:

Komoérki wysiewano na czarne, sterylne 96-dotkowe ptytki w liczbie 1x10* komoérek/ml.
Prowadzono 24-godzinng inkubacj¢, dodawano ekstrakty roslinne w odpowiednich stezeniach
I ponownie poddawano 24-godzinnej inkubacji. Proby przeptukiwano dwukrotnie za pomoca
sterylnego HBSS do kazdego dotka dodawano po 100 pl roztworu HBSS (140 mM NaCl,
5mM KCI, 0.8 mM MgClz, 1.8 mM CaClz, 1 mM Na:HPO4, 10 mM HEPES, 1% glukoza),
zawierajacego Ho.DCFDA o stezeniu koncowym 10 pmol/l (10 uM). Komérki inkubowano
z sondg przez 30 minut w inkubatorze CO2 (37°C, 5% CO2 i 90% wilgotnos$ci). Nadmiar
sondy odptukiwano dwukrotnie za pomocg HBSS, pozostawiajac ostatecznie niewielka ilo§¢
roztworu HBSS, naswietlano komoérki promieniowaniem UVA (dawka 8 J/cm?). Odczytow
natezenia fluorescencji dokonywano po 120 minutach od zakonczenia naswietlania,
W urzadzeniu Fluoroscan firmy Thermoscientific (dtugo$¢ fali wzbudzenia 485 nm i emisji

538 nm).
8.5.5. Oznaczanie poziomu ekspresji reduktazy tioredoksyny

Pomiar poziomu ekspresji TrxR w lizatach komorkowych przeprowadzono metoda ELISA
zgodnie z instrukcja  producenta, stosujagc  nastgpujacy  zestaw:  Thioredoxin
Reductase 1 (TXNRD1) Human SimpleStep ELISA® kit (ab192150, Abcam, Cambridge,
UK). Test wykorzystuje znakowane przeciwciato wychwytujace 1 drugorzedowe przeciwciato

skoniugowane z enzymem (HRP).

Przebieg oznaczenia: do wykreslenia krzywej wzorcowej zastosowano nastgpujace stgzenia

roztworéw wzorcowych: 0; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 ng/mL. Supernatanty
komorkowe wirowano przez 20 minut, 1000 x g, w temperaturze 2°C. Do wyznaczonych
dotkow 96-dotkowej mikroptytki nanoszono po 50 pl prob badanych oraz po 50 pl
mieszaniny przeciwcial wychwytujacych, a nastgpnie po przemyciu przeciwcial
wykrywajacych. Plytke inkubowano 1 godzing na wytrzasarce w temp. pokojowe;.

W koncowym etapie nanoszono po 100 ul substratu TMB, inkubowano przez 10 minut
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W ciemnos$ci, w temp. pokojowej, na wytrzasarce (400 rpm), po czym dodawano roztwor
zatrzymujacy reakcje i natychmiast oznaczano absorbancje przy dlugosci fali 450 nm, przy
uzyciu czytnika mikroptytek UV-Vis (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Niemcy: czytnik
mikroptytek UV-Vis SPECTROstar Nano). Stezenie TXNRDI w probkach badanych

okreslono na podstawie uzyskanych absorbancji i krzywej wzorcowej.

8.6. Metody oznaczania procesow smierci komorkowej z wykorzystaniem markerow

apoptozy i senescencji
8.6.1. Pomiar odsetka komérek apoptotycznych metoda cytometrii przeplywowej

Jednym z wczesnych zdarzen apoptotycznych jest eksternalizacja fosfatydyloseryny (PS) na
zewngtrzne] warstwie blony komoérkowej. Aneksyna V sprzezona z izotioCyjanianem
fluoresceiny (FITC) stuzy, jako czuta sonda do analizy zachodzacej w komoérkach apoptozy
metoda cytometrii przeptywowej. Jednoczesne barwienie aneksyna V (FITC) i jodkiem
propidyny (PI), ktory wiaze si¢ z DNA, umozliwia wykrycie komoérek z uszkodzong btong
komorkowsa. Zastosowana metoda pozwala na wyroznienie réznych populacji fibroblastow:
(1) zywe (nie wigzace ani aneksyny, ani PI), (2) wczesnoapoptotyczne (wigzace w roznym
stopniu aneksyng), (3) poznoapoptotyczne 1 nekrotyczne (wigzace oba barwniki),

(4) nekrotyczne (barwigce si¢ PI).

Przebieg doswiadczenia — Komorki wysiewano na jatowe, przezroczyste 6-dolkowe

mikroplytki w liczbie 400000 komorek na dotek (4x10°, 400000 kom/mL), przeznaczone do

naswietlania na jedng plytke, natomiast komodrki nienaswietlane na druga ptytke, w co
najmniej 3 powtorzeniach. Przygotowane komorki inkubowano przez 24 godziny
w inkubatorze (37°C, 5% CO2 i 90% wilgotnosci), w celu utworzenia monowarstwy. Po
inkubacji usunigto medium znad komoérek, dodano $§wieze medium bez dodatku FBS oraz
badane zwigzki ro$linne. Inkubowano przez 24 godziny w analogicznych warunkach, po
czym usuwano medium, monowarstwe przemywano dwukrotnie DPBS (w/o Ca?*, w/o Mg?*).
Dodawano DPBS oraz naswietlano plytki dawka promieniowania réwng 8 J/cm? Po
24-godzinnej inkubacji poddano komoérki procedurze odklejania roztworem 15mM EDTA
z 1% BSA w PBS. Probéwki z kontrolami: dodatnimi, negatywng, kontrole niebarwiong
I proby badane odwirowano (200 x g, 5 min., temperatura pokojowa) a uzyskane osady
zawieszono w 0,5 ml buforu do wigzania aneksyny V. Nastepnie dodano
odpowiednie znaczniki, czyli po 5 pl aneksyny V i 5 pl PI. Zawiesing komorek delikatnie

zworteksowano i inkubowano probki w ciemno$ci przez 15 min., temperatura pokojowa. Do
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probowek dodano po 500 pl buforu do wigzania, przeniesiono zawiesing do probowek
cytometrycznych. Analize przeprowadzono przy pomocy cytometru przeptywowego BD™
LSR Il (Becton Dickinson; San Diego, Stany Zjednoczone), zliczajagc minimum 10 000
obiecktow (komoérki Hs68 znakowane aneksyng V-FITC/PI) przy dlugosci fali FITC
(ex/em = 488/518 nm; kanat FL1) oraz PI (ex/em = 488-540/617 nm; kanat FL2). Otrzymane
dane analizowano za pomoca oprogramowania FlowJo v.10.7.2 (Becton Dickinson, San
Diego, CA, USA). Cz¢s¢ badan wykonano takze na cytometrze CyFlow Cube 6 (Sysmex
Partec GmbH, Gorlitz, Niemcy), przy dlugosci fali wzbudzenia lasera 488 nm i filtrze
emisyjnym 530 nm. Dane analizowano za pomoca oprogramowania FCM CyFlow opartego
na systemie Windows™. Wyniki przedstawiono jako odsetek zywych komorek oraz jako
»indeks apoptotyczny”, wyrazony przez iloraz liczby komoérek apoptotycznych oraz liczby

komorek zywych.
8.6.2. Pomiar aktywnosci kaspaz -8, -9 i -3

Aktywnos¢ kaspazy -3, -8 i -9 oznaczano w lizatach komérkowych stosujac komercyjne
zestawy firmy BioVision: Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit # K106-100;
FLICE/Caspase-8 Colorimetric Assay Kit #K113-100 oraz Caspase-9 Colorimetric Assay Kit
#K119 -100.

Zasada metody — kaspazy -8, -9

Do lizatu dodawano specyficzny substrat dla badanej proteazy skoniugowany z p-nitroaniling
(pNA). Proteolityczne ciecie peptydu (IETD-pNA lub LEHD-pNA), w wyniku aktywnosci
odpowiednio kaspazy -8 lub kaspazy-9, powoduje uwolnienie pNA, co objawia si¢

pojawieniem zo6ttego zabarwienia. Absorbancje odczytuje si¢ przy dlugosci fali A = 405 nm.

Przebieg oznaczenia — kaspazy -8, -9

Komoérki wysiewano na sterylne, 96-dotkowe mikroptytki w liczbie 2 x 10° komérek/ml.
Ptytki inkubowano 24-godziny, w celu utworzenia monowarstwy, po tym czasie dodawano
badane ekstrakty roslinne. Inkubacja komorek wraz z ekstraktami trwata 24 godziny. Po
etapie inkubacji komorki naswietlano promieniowaniem UVA (dawka 8 J/cm?), ponownie
poddajac 6-godzinnej inkubacji. Po ukonczonej inkubacji proby poddawano 10-minutowej
homogenizacji na lodzie, odwirowywano w 4°C, 10000 obr./min, 1 minuta. Pobierano po
50 ul supernatantu i nanoszono na czarng, jalowa ptytke 96-dotkowa. Do kazdego dotka

dodawano mieszanine reakcyjng (bufor reakcyjny, DTT, substrat odpowiedni dla badanej
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kaspazy -8/-9), inkubowano 2 godziny w temperaturze 37°C, chronigc przed dostgpem

swiatta. Dokonywano odczytu absorbacji przy dtugosci fali A = 405 nm.

Zasada metody — kaspaza-3

Oznaczenia aktywnos$ci kaspazy-3 wykonywano w lizatach komoérkowych. Do lizatu
dodawano specyficzny substrat DEVD-pNA. Obecna kaspaza-3 prowadzi do proteolitycznego
cigcia substratu, w wyniku czego uwolniony zostaje chromofor pNA. Produkt hydrolizy

oznacza si¢ przy dlugosci fali A =450 nm.

Przebieg oznaczenia — kaspaza-3

Komorki wysiewano na sterylne, 96-dotkowe mikroptytki w liczbie 2 x 10% komorek/ml.
Plytki inkubowano 24-godziny, w celu utworzenia monowarstwy. Po zakonczonej inkubacji
dodawano badane ekstrakty roslinne. Inkubacja komoérek wraz z ekstraktami trwata 24
godziny. Po etapie inkubacji komérki naswietlano promieniowaniem UVA (dawka 8 J/cm?),
ponownie poddajac 6-godzinnej inkubacji. Po ukonczonej inkubacji komorki poddawano
10-minutowej homogenizacji na lodzie, odwirowywano w 4°C, 10000 obr./min, 1 minuta. Do
50 ul supernatantu dodawano 50 pl buforu reakcyjnego (zawierajacego 10 mM DTT)
I nanoszono na czarng, jalowa ptytke 96-dotkowa. Do kazdego dotka dodawano po 5 pl 4 mM
DEVD-pNA, inkubowano 2 godziny w temperaturze 37°C, chronigc przed dostepem $wiatla.
Dokonywano odczytu absorbacji przy dtugosci fali A = 405 nm.

8.6.3. Oznaczanie aktywnosci p-galaktozydazy (SA-B-gal)

Zasada metody: Starzenie komorkowe charakteryzuje si¢ zdefiniowanym fenotypem, komorki

zwigkszajag swo@j rozmiar, przyjmujg charakterystyczng plaska morfologie, gromadzone sg
ziarnisto$ci lipofuscyny, dochodzi do zmian w ekspresji genéw oraz wzrostu aktywnosci
B-galaktozydazy (SA-B- gal). Proces ten odzwierciedla zmiany zachodzace podczas starzenia
si¢ organizméw, jednak liczne badania wskazuja, ze podobne zmiany sa indukowane
w odpowiedzi na wewngtrzne i zewnetrzne sygnaty stresowe, W tym promieniowanie UV. Do
okreslenia fenotypu starzenia si¢ komorek, postuzyl komercyjny test Cellular Senescence
Assay KIT (KAA002), firmy Chemicon (USA), oparty na aktywnosci SA-B-gal, ktéra obecna
jest tylko w komorkach starzejacych sig, a brak jej w komorkach nieaktywnych lub
proliferujacych. W tescie SA-B-gal katalizuje hydrolizg¢ substratu X-gal, co powoduje

nagromadzenie charakterystycznego niebieskiego koloru w starzejacych si¢ komoérkach.
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Przebieg oznaczenia: Komorki wysiewano na ptytki 6-dotkowe w ilosci 1x10* komérek/ml,

inkubowano 24 godz. w inkubatorze (37°C, 5% CO2) w celu wytworzenia monowarstwy.
Dodawano badane ekstrakty roslinne, w okreslonych stezeniach i pozostawiano na kolejng
24-godzinng inkubacje (37°C, 5% CO2). W kolejnym etapie poddano komorki
napromieniowaniu UVA w dawce 8 J/cm?, inkubowano w inkubatorze (37°C, 5% COy), przez
24 godziny. Zbierano pozywke wzrostowg znad komorek, przemywano dwukrotnie 1XPBS.
Dodawano do wszystkich studzienek 1 ml roztworu utrwalajgcego 1X, inkubowano w temp.
pokojowej przez 15 min. Usuwano roztwor utrwalajacy, przemywano komorki dwukrotnie
1XPBS. Nanoszono po 2 ml $wiezo przygotowanego roztworu detekcyjnego 1X SA-B-gal.
Komorki inkubowano przez cata noc, w 37°C, bez CO», Chronigc przed $wiattem. Nast¢pnie
usuwano roztwor detekcyjny SA-B-gal, przemywano dwukrotnie 1XPBS. Zliczano
wybarwione komorki pod mikroskopem $wietlnym kontrastowo-fazowym o odwrdconej

optyce model Primo Vert firmy Carl Zeiss z kamerg AxioCam 105 color.
8.7. Oznaczanie stezenia MMP-1, MMP-3 i MMP-9 (test immunoenzymatyczny ELISA)

Zasada metody: Metaloproteinazy to glowna grupa endopeptydaz, enzymow

odpowiadajacych za regulacje sktadu ECM. Narazenie na promieniowanie UV zwigksza
produkcje MMPs w ludzkiej skorze, implikujac $wiatto stoneczne jako gtowny czynnik
fotostarzenia. Oznaczenie poziomu MMPs produkowanych przez naswietlane fibroblasty
przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych immunoenzymatycznych testow
podwodjnego wigzania (sandwich ELISA) firmy FineTest (Wuhan Fine Biotech, Wuhan,
Hubei, China). Mikroptytka jest wstepnie optaszczona przeciwciatami wychwytujacymi
okreslona metaloproteinaz¢, natomiast biotynylowane przeciwciala stanowia przeciwciala
wykrywajace. Nastepnie nanosi si¢ kompleks streptawidyna-peroksydaza chrzanowa (ang.
Horseradish Peroxidase, HRP), a do wizualizacji reakcji enzymatycznej stosuje si¢ substrat
TMB. Po zatrzymaniu reakcji kwasowym roztworem odczytuje si¢ absorbancj¢ przy diugosci

fali A = 450 nm. Intensywno$¢ zabarwienia jest proporcjonalna do zawarto§ci MMP w probie.

Przebieg do$wiadczenia — MMP-1/MMP-3: Wykre§lono krzywe wzorcowe, dodajgc do

poszczegbdlnych studzienek 96-dotkowej mikroptytki wzorcowy roztwor w stezeniach

koncowych 0; 0,156; 0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5;10 ng/ml.

Do doswiadczen wykorzystywano wczesniej przygotowane supernatanty komorkowe.
Supernatanty przed wykonaniem testu wirowano przez 20 minut, 1000 x g, w temperaturze

2°C. Do odpowiednich dotkow 96-dotkowej mikroptytki nanoszono po 100 ul préb badanych,
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inkubowano 90 minut, w temp. 37°C. W dalszym etapie dodawano przeciwciato znakowane
biotyng w objetosci 100 pl/dotek, poddawano inkubacji przez 60 minut, w temp. 37°C. Po
zakonczonym okresie inkubacji nanoszono po 100 pl/dotek koniugatu HRP-streptawidyna.
Inkubowano 30 minut, po czym dodawano po 90 pul na kazdy dotek substratu TMB. Ptytke
przechowywano w ciemno$ci, w temp. 37°C, po odpowiednim czasie zatrzymano przebieg
reakcji za posrednictwem roztworu zatrzymujacego. Natychmiast po dodaniu roztworu

zatrzymujacego dokonywano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali A = 450 nm.

Przebieg doswiadczenia —MMP-9: Do studzienek 96-dotkowej mikroptytki dodawano

roztwor wzorcowy w stezeniach koncowych 0; 0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5;10; 20 ng/ml.
Supernatanty komoérkowe wirowano przez 20 minut, 1000 x g, w temperaturze 2°C. Do
wyznaczonych dotkéw 96-dotkowej mikroptytki nanoszono po 100 upl prob badanych,
inkubowano 16 godzin, w temp. 4°C. Po zakonczonym etapie inkubacji dodawano po 100 pl
przeciwciala znakowanego biotyng. Inkubowano 60 minut, w temp. 37°C. Nastgpnie
dodawano po 100 pl koniugatu HRP-streptawidyna, na kazda studzienke mikroptytki,
inkubowano 30 minut. W koncowym etapie nanoszono po 90 ul substratu TMB, inkubowano
przez wilasciwy czas, w ciemnosci, w temp. 37°C. Reakcja zostala zatrzymana poprzez
dodawanie roztworu zatrzymujacego. Dokonywano pomiaru intensywnosci absorbancji przy

dhugosci fali A=450 nm, natychmiast po zatrzymaniu przebiegu reakcji.

8.8. Oznaczanie poziomu ekspresji wybranych bialek sygnalowych (czynnikow

transkrypcyjnych)
8.8.1. Pomiar stezenia supresora nowotworu, bialtka p53

Zasada metody: W odpowiedzi na rdzne czynniki stresowe, m.in. promieniowanie UV, biatko

p53 prowadzi do aktywacji transkrypcji genow regulujacych cykl komorkowy, naprawe DNA
lub w ostatecznos$ci zaangazowanych w proces apoptozy. W celu oznaczenia poziomu
ekspresji biatka p53 wykonano test immunoenzymatyczny firmy FineTest (Wuhan Fine
Biotech, Wuhan, Hubei, China). Plytke optaszczona przeciwciatami specyficznymi dla
badanego biatka, inkubuje si¢ z antygenem. Do wytworzonego kompleksu przeciwciato-
antygen dodaje si¢ przeciwciala znakowane biotyng, a nastepnie kompleks streptawidyna-
HRP. W celu wizualizacji reakcji enzymatycznej dodaje si¢ substrat TMB. HRP katalizuje
TMB z wytworzeniem niebieskiego produktu, ktory zmienia kolor na Zotty po zatrzymaniu
reakcji kwasowym roztworem. Intensywno$¢ zabarwienia jest proporcjonalna do ilosci p53

W probie.
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Przebieg doswiadczenia: Wykreslono krzywe wzorcowe, dodajac do poszczegdlnych

studzienek 96-dotkowej mikroptytki wzorcowy roztwor standardowy w stezeniach
koncowych 0; 78,125; 156,25; 312,5; 625; 1250; 2500; 5000 pg/ml.

Do doswiadczen wykorzystywano wczesniej przygotowane lizaty komodrkowe. Do
odpowiednich dotkéw 96-dotkowej mikroptytki nanoszono po 100 ul prob badanych,
inkubowano 90 minut, w temp. 37°C. W dalszym etapie dodawano przeciwciato znakowane
biotyng w objetosci 100 pl/dotek, poddawano inkubacji przez 60 minut, w temp. 37°C. Po
zakonczonym okresie inkubacji nanoszono po 100 pl/dotek koniugatu HRP-streptawidyna.
Inkubowano 30 minut, po czym dodawano po 90 pul na kazdy dotek substratu TMB. Ptytke
przechowywano w ciemnosci, w temp. 37°C, po odpowiednim czasie zatrzymano przebieg
reakcji za posrednictwem roztworu zatrzymujacego. Natychmiast po dodaniu roztworu

zatrzymujacego dokonywano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali A = 450 nm.
8.8.2. Pomiar stezenia czynnika transkrypcyjnego NFkB

Zasada metody: Czynnik transkrypcyjny kB, (nuclear factor-kB) to kompleks biatkowy

odpowiedzi na bodZzce, w tym promieniowanie UV, wolne rodniki, czy tez cytokiny.
Doswiadczenie przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego testu firmy Qayee-bio
(Qayee-bio For Life Science, Szanghai, China). Jednoetapowy test immunoenzymatyczny
z wykorzystaniem dwoch rodzajow przeciwcial detekcyjnych: pierwszorzedowego,
skierowanego przeciw NFxB oraz drugorzedowego, skniugowane z kompleksem
streptawidyna-HRP. Po dodaniu roztworé6w chromogenu A i B, enzym katalizuje reakcje¢

tworzac barwny produkt, ktérego absorbancja odczytywana jest spektrofotometrycznie.

Przebieg doswiadczenia: Wykreslono krzywa wzorcowa, dodajac do wyznaczonych dotkow

96-dotkowej mikroptytki wzorcowy roztwor standardowy w stezeniach koncowych 0; 18,7;

37,5; 75; 150; 300 ng/ml.

W celu wykonania oznaczenia uzywano wczesniej przygotowanych lizatow komorkowych.
Do studzienek 96-dotkowej mikroptytki nanoszono po 10 pl proby oraz 40 pl specjalnego
roztworu do rozcienczania prob badanych. Kolejnym etapem bylo nanoszenie po 50 pl
roztworu peroksydazy chrzanowej (HRP) 1 inkubacja 60 minut, w temp. 37°C. Po
zakonczonym okresie inkubacji nanoszono po 50 pl/dotek chromogenu A oraz takg samg

ilos¢ chromogenu B. Inkubowano 10 minut, bez dostepu $wiatta. Po tym czasie zatrzymano
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przebieg reakcji za posrednictwem roztworu zatrzymujacego. Natychmiast po dodaniu

roztworu zatrzymujacego dokonywano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali A =450 nm.
8.8.3. Pomiar stezenia biatkka KLOTHO

Biatko Klotho (KL) jest biatkiem transbtonowym o plejotropowym dziataniu, kodowanym
przez gen supresorowy starzenia. Wszelkie mutacje w genie kodujacym KL skutkuja
przedwczesnym lub przyspieszonym starzeniem si¢ komorek. Aktywno$¢ biologiczna
przypisywana jest gtownie formie wydzielniczej, dzialajacej jako czynnik humoralny. Do
okreslenia poziomu biatka KL w fibroblastach Hs68 wykorzystano komercyjny test PicoKine
(EK1688), (Boster Biological Technology, Valley Ave, Pleasanton, USA). W zestawie
przeznaczonym do pomiaru poziomu ludzkiego biatka Klotho znajduje si¢ ptytka wstepnie
optaszczona przeciwciatami I-rzegdowymi, specyficznymi dla KL. Przeciwcialem
wykrywajacym jest biotynylowane przeciwciato poliklonalne, potaczone z kompleksem
awidyna-biotyna-peroksydaza chrzanowa (ABC-HRP). Substratem w tej reakcji jest TMB.
Absorbancja utworzonego barwnego produktu jest liniowo proporcjonalna do stezenia biatka
Klotho.

Przebieg do$wiadczenia: Zostata wykreslona krzywa wzorcowa, poprzez zastosowanie

szeregu stezen roztworu Wzorcowego w stezeniach koncowych 0; 156,25; 312,5; 625; 1250;
2500; 5000; 10000 pg/ml.

Lizaty komorkowe zostaly wykorzystane jako materiat badawczy. W wyznaczonych
studzienkach 96-dotkowej mikroptytki nanoszono po 100 pul prob badanych, inkubowano 90
minut, w temp. 37°C. W nastgpnym kroku dodawano przeciwcialo anty-KL, znakowane
biotyng w objetosci 100 pl/dotek, poddawano inkubacji przez 60 minut, w temp. 37°C. Po
okresie inkubacji nanoszono po 100 pl/dotek koniugatu HRP-streptawidyna. Inkubowano 30
minut, po czym dodawano po 90 pl na kazdy dotek substratu TMB. Plytke przechowywano
W ciemnosci, w temp. 37°C, po odpowiednim czasie zatrzymano przebieg reakcji za
posrednictwem roztworu zatrzymujacego. Natychmiast po dodaniu roztworu zatrzymujacego

dokonywano pomiaru absorbancji przy dlugosci fali A =450 nm.
8.8.4. Pomiar stezenia czynnika transkrypcyjnego AP-1

Rodzina czynnikow transkrypcyjnych AP-1 (AP-1, ang. activating protein-1) odpowiada za
swoistg regulacje transkrypcji genow, zawierajagcych w regionach promotorowych sekwencje

CRE lub TRE (TGA(C/G)TCA). W celu okreslenia poziomu ekspresji biatka AP-1
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wykorzystywano komercyjnie dostepny test immunoenzymatyczny Human Transcription
Factor/Activator Protein 1 (AP-1) ELISA Kit (Glory Science Co., Ltd, USA). Mikroptytka
optaszczona jest przeciwcialami skierowanymi przeciwko AP-1, natomiast przeciwciala
Il-rzedowe skoniugowane z HRP. Po dodaniu roztworéw chromogenu A i B, enzym
katalizuje reakcje, tworzac barwny produkt, ktorego absorbancja odczytywana jest
spektrofotometrycznie. Intensywnos$¢ zabarwienia produktu jest proporcjonalna do stezenia
biatka AP-1.

Przebieg doswiadczenia: Poczatkowym etapem bylo wykreslenie krzywej wzorcowe;,

poprzez naniesienie do okreslonych dotkéw 96-dotkowej mikroptytki wzorcowego roztworu
w stezeniach koncowych 0; 20; 40; 80; 160; 320 pg/ml.

Do studzienek 96-dotkowej mikroptytki nanoszono po 10 pl przygotowanych wczesniej
lizatow komorkowych oraz po 40 pl specjalnego roztworu do rozcienczania prob badanych.
Nastepnie dodawano po 100 pl roztworu HRP i inkubowano 60 minut, w temp. 37°C. Po
zakonczonym okresie inkubacji nanoszono po 50 pl chromogenu A oraz po 50 pl chromogenu
B. Inkubowano w ciemnos$ci przez kolejne 15 minut. Natychmiast po dodaniu roztworu
zatrzymujacego dokonywano pomiaru absorbancji przy dlugosci fali A = 450 nm. Na

podstawie krzywej wzorcowej odczytywano aktywno$¢ biatka AP-1 w probach badanych.
8.9. Metody oceny wlasciwosci przeciwzapalnych ekstraktow roslinnych
8.9.1. Izolacja PBMCs z kozuszkéw leukocytarno-plytkowych

Kozuszek nawarstwiano na Histopaque-1077 w stosunku objetosciowym 1:1, nastepnie
wirowano przy predkosci 540 x g przez 30 min, w temperaturze 25°C (Boyum, 1968).
Zebrano warstwe komorek jednojadrzastych, przemywano stosujac 10 mM PBS (10 mM
bufor fosforanowy z 0,9% NaCl, pH 7,4). PBMCs zawieszono w medium RPMI 1640 bez
dodatku glutaminy. Po izolacji komodrki barwiono bigkitem trypanu (1:1) i 0znaczano
zywotnos¢ komorek przy uzyciu automatycznego licznika komoérek model TC20™ (Bio-Rad,

Hercules, USA). Zywotnoé¢ izolowanych komorek miescita si¢ w zakresie 99+5%.

Zywotno$¢ PBMCs oznaczano takze metoda oparta na spektrofotometrycznym
oznaczaniu liczby komorek aktywnych metabolicznie, przy uzyciu barwnika resazuryny.
Resazuryna jest stabo fluorescencyjnym niebieskim barwnikiem wskaznikowym, ktory pod
wptywem komodrkowych dehydrogenaz ulega redukcji do wysoce fluorescencyjnej rozowe;j

rezorufiny. Tempo redukcji, monitorowane zmiang zabarwienia, odzwierciedla liczbe zywych
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komoérek. W pracy wykorzystano zestaw komercyjny (In Vitro Toxicology Assay Kit
Resazurin based, Catalog No. R-689) - zgodnie z procedurg okreslong przez producenta
(Sigma-Aldrich).

Przebieg oznaczenia:

Komorki jednojarzaste krwi obwodowej wysiewano na sterylne, przezroczyste 96-dotkowe
mikroptytki w liczbie 100000 komoérek na dotek (1x10°%), wraz z dodatkiem badanych
ekstraktow roslinnych. PBMCs poddawano preinkubacji przez 60 min w inkubatorze CO>
(37°C, 5% stezenie CO2, 90% wilgotnos¢). Naswietlano komorki dawka promieniowania
rowna 8 J/cm?, rownolegle przygotowywano analogiczny zestaw komorek, ktore nie zostaty
poddane naswietlaniu UV. Komoérki inkubowano przez 20 godzin w inkubatorze CO2 (37°C,
5% stgzenie CO2, 95% wilgotnos¢). Do zawiesiny PBMCs dodawano roztwoér resazuryny
w proporcji  10% w stosunku do objetosci pozywki hodowlanej i inkubowano
w standardowych ~ warunkach. Po  4-godzinnej  inkubacji ~ wykonano  pomiar
spektrofotometryczny w czytniku mikroptytek (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Niemcy:
czytnik mikroptytek UV-Vis SPECTROstar Nano). Monitorowano spadek absorbancji przy
600 nm (absorbancj¢ mierzono przy referencyjnej dlugosci fali 690 nm, odejmowano od

pomiaru przy 600 nm).

8.9.2. Inkubacja z ekstraktami i przygotowanie probek do immunodetekcji cytokin (IL-2

i TNFa)

Komorki zawieszono w RPMI 1640 wzbogaconym 0,1% antybiotykiem (penicillin-
streptomycin, P4333, Sigma-Aldrich) oraz 10% FBS, uzyskujac zawiesing PBMCs o ggstosci
1,5 x 10° komérek/ml. W probowkach tyu Eppendorf rozporcjonowano po 5 pl badanych
ekstraktow roslinnych oraz zwigzki referencyjne. Nastepnie dodano po 495 ul przygotowane;j
zawiesiny komorkowej, lagodnie wymieszano. Nanoszono po 196 ul zawiesiny do
odpowiednich studzienek na plytce mikrotitracyjnej (2 powtorzenia z kazdej probki).
Przeprowadzono inkubacje przez 60 minut w inkubatorze (37°C, 5% stezenie CO2, 95%
wilgotnos$¢). Po tym czasie odpowiednie préoby naswietlano lub tez dodawano po 4 pl
roztworu konkanawaliny A, celem uzyskania stezenia koncowego 10 ul/ml (Con A; Sigma-
Aldrich C0412). Jednoczesnie przygotowano proby kontrolne (nienaswietlane oraz
nietraktowane Con A). Plytki inkubowano przez 24 godziny w inkubatorze (37°C, 5%

stezenie COz2, 95% wilgotnos¢). Po zakonczonej inkubacji ptytki odwirowano (2600 obr./min,
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15 min, wir6bwka MPW 260R). Zebrano supernatant, ktory wykorzystywano w dalszych

oznaczeniach.
8.9.3. Oznaczanie stezenia IL-2

Zasada metody: Interleukina-2 (IL-2) to cytokina prozapalna odgrywajaca kluczowe

znaczenie w promowaniu proliferacji i dojrzewania komorek T. IL-2 stymuluje wzrost
i r6znicowanie komoérek B, NK, komorek LAK, monocytow oraz oligodendocytow.
Rekombinowana ludzka IL-2 to biatko o masie 15,5 kDa zawierajace 134 reszty
aminokwasowe, w tym jedno wewnatrztancuchowe wigzanie disiarczkowe. Do 0znaczenia
poziomu IL-2 wydzielanej przez pobudzone PBMCs, pod wptywem promieniowania UVA,
wykorzystano komercyjny, immunoenzymatyczny test Human IL-2 GENLISA™ ELISA
(KB1064) firmy Krishgen BioSystems (USA).

Przebieg oznaczenia: w celu wykreslenia krzywej wzorcowej, nanoszono do wilasciwych

studzienek 96-dotkowej mikroptytki po 50 pl przeciwciata wykrywajacego, a nastepnie
roztwor wzorcowy IL-2 w st¢zeniach koncowych: 15,6; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000
pg/ml.

W celu oznaczenia IL-2 dodawano po 50 ul przeciwciata wykrywajacego oraz po 100 pl
supernatantow, poddano inkubacji na czas 2 godzin, w temp. 37°C. W kolejnym etapie
dodawano po 100 pl roztworu streptawidyny-HRP, inkubowano 30 minut. Po zakonczonej
inkubacji do kazdego z dotkéw dodawano substratu TMB, a po odpowiednim czasie
zatrzymano reakcje za pomocg roztworu zatrzymujacego reakcje. W celu okreslenia st¢zenia

cytokiny dokonywano odczytu absorbancji przy dtugosci fali A = 450 nm.
8.9.4. Oznaczanie stezenia TNFa

Zasada metody: Cytokina TNFa charakteryzuje si¢ plejotropowym dziataniem, bierze udziat

w prawie wszystkich etapach odpowiedzi zapalnej, m.in. inicjacji syntezy cytokin,
zwigkszaniu ekspres;ji czastek adhezyjnych, indukcji produkcji mediatorow zapalenia i innych
prozapalnych cytokin. Do oznaczenia stezenia TNFo wydzielanego przez pobudzone PBMCs
(pod wptywem promieniowania UVA lub konkanawaliny A) wykorzystano komercyjny test
immunoenzymatyczny Human TNFa GENLISA™ ELISA (KB1145) firmy Krishgen
BioSystems (USA).
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Przebieg oznaczenia: W pierwszym etapie wykonano krzywa wzorcows, dodawano do

wyznaczonych dotkow ptytki 96-dotkowej standardu TNFa uzyskujac dane st¢zenia
koncowe: 7,8; 15,6; 31,25; 62,5;125; 250; 500 pg/ml.

Na 96-dotkowa mikroptytke nanoszono po 100 ul supernatantu, inkubowano 2 godz., w 37°C.
Po =zakonczonej inkubacji dodawano do kazdej studzienki roztworu przeciwciala
wykrywajacego w objetosci 100 pl. Inkubowano 1 godz., 37°C. Nastgpnie dodawano 50 pl
odczynnika komercyjnie oznaczonego jako ,.B” oraz 100 pl koniugatu awidyna-HRP,
poddawano inkubacji przez okres 1 godz., 37 °C. W koncowych etapach nanoszono po 100 pl
substratu TMB, inkubowano w ciemnos$ci przez okreslony czas, po czym zatrzymano
przebieg reakcji (doszto do zmiany zabarwienia z niebieskiego na zotty w studzienkach

z wynikiem pozytywnym). Odczytywano absorbancj¢ przy dlugosci fali A =450 nm.

8.10. Wyznaczenie wskaznika ochrony przeciwslonecznej (SPF) metoda

spektrofotometrii w ultrafiolecie

Zasada metody: metoda opracowana przez Mansur i wsp. (Mansur i wsp.,1986)

z zastosowaniem spektrofotometrii UV. Okreslenie SPF w ekstraktach roslinnych oparte jest
na rejestracji absorbancji w zakresie 290-320 nm za pomoca spektrofotometru UV-Vis,

a nastgpnie oszacowaniu za pomocg roéwnania Mansura:
SPF =CF x Y320EE (1) x I (1) X Abs (),

gdzie CF = wspoélczynnik korygujacy (=10), EE (L) = efektywnos$¢ wywotywania rumienia
dla danej dlugosci fali A, | — nat¢zenie Swiatta slonecznego, Abs (L) = absorbancja przy
okreslonej dhugosci fali A. Wartosci EE x I (A) sa statymi wyznaczonymi przez Sayre i wsp.
(Sayre i wsp., 1979) i sg pokazane w tabeli 3.
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Tabela 3. Standardowe wartosci iloczynow | (A) i wielkosci EE (L) dla §wiatta stonecznego
w zakresie 290-320 nm (Sayre i wsp., 1979).

(A nm) EE X
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Lacznie 1

Przebieq oznaczenia:

Ekstrakty roslinne rozpuszczono w etanolu, otrzymujac roztwory o stezeniu 200 pg/ml.
Oznaczono widma absorpcyjne uzyskanych roztworow w zakresie od 290 do 380 nm przy
uzyciu 1 cm kuwety kwarcowej grubosci warstwy 1 cm, wobec etanolu jako Slepej proby.
Pomiaru dokonywano, co 5 nm, przy uzyciu spektrofotometru UV/VIS T60. Wartosci SPF

obliczono stosujgc rOwnanie Mansur'a.
8.12. Analiza statystyczna

Dane uzyskane w doswiadczeniach przedstawiono w postaci S$redniej arytmetycznej
+ odchylenie standardowe (ang. SD, Standard Deviation). Kazde doswiadczenie
przeprowadzono w minimum trzech niezaleznych powtorzeniach — liczbg ,,n” odpowiadajaca
doktadnej liczbie zamieszczono w opisach rycin i tabel. Wstgpne opracowanie danych
wykonano za pomoca programu Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Stany
Zjednoczone): obliczenie srednich arytmetycznych oraz SD.

Analize statystyczng wynikOw wykonano za pomocg programu Statistica v.13.1 (StatSoft Inc,
Stany Zjednoczone). W pierwszej kolejnosci sprawdzono normalno$¢ rozktadu zmiennych,

przy uzyciu testu Shapiro-Wilk’a oraz Kotmogorowa-Smirnowa. Dla danych wykazujacych
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normalnos$¢ rozktadu sprawdzano jednorodno$¢ wariancji, stosujac test Levene’a. Nastgpnie
dokonano analizy danych metoda wariancji jednoczynnikowej ANOVA z post-hoc: test
Tukey’a (gdy p>0,05 w tescie Levene’a) lub ANOVA rang Kruskal’a-Wallis’a z post-hoc:
test Dunna (gdy p<0,05 w tescie Levene’a). Wartos¢ p<0,05 uznano jako poziom istotny
statystycznie. Test t-Studenta wykorzystano w celu sprawdzenia réznic mi¢dzy otrzymanymi
wynikami dla prob naswietlanych promieniowaniem UVA, a probami nienaswietlanymi.
Wykresy umieszczone w pracy przygotowano przy uzyciu programu GraphPad Prism 5.0

Software.

9. Wyniki

9.1. Analiza fitochemiczna

Wyniki analizy profilu fitochemicznego przedstawiono w rozdziale 13 — Suplement.
9.2. Cytotoksyczno$¢ ekstraktow roslinnych

Cytotoksyczno$¢ ekstraktow roslinnych okreslono na podstawie zdolnosci proliferacji
komorek inkubowanych z badanymi zwigzkami w zakresie st¢zen 5-25 pg/ml. Jako zwiazki
referencyjne zastosowano antyoksydanty, takie jak kwas askorbinowy, kwercetyne oraz
rutyne. Zywotno$¢ komorkowa wyznaczono metoda spektrofotometryczng z wykorzystaniem
WST-8. Odsetek zywych komorek przeliczano w odniesieniu do komorek kontrolnych
(fibroblasty inkubowane w DMEM =z dodatkiem DMSO), niepoddanych dziataniu
promieniowania UVA. Stezenie koncowe DMSO wynosito 0,125%, nie wykazano istotnego
wplywu DMSO przy tym stezeniu w poroéwnaniu z kontrolg (fibroblasty inkubowane
z DMEM).
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F.excelsior - liscie F.excelsior - kora F. rhynchophylia - kora
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Ryc. 7. Ocena cytotoksycznosci ekstraktow wobec fibroblastow (Hs68). Wiyniki
przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100% przyjmowano zywotnos¢ komorek
kontrolnych (bez zwigzkoéw ro$linnych); (n=6); srednia + SD; *p<0,05 w poréwnaniu

z kontrola (0).

Wyniki przedstawiajace przezywalno$¢ ludzkich fibroblastow skory linii Hs68
eksponowanych na 48-godzinne dziatanie badanych ekstraktow roslinnych (Ryc. 7) wskazuja,
ze zaden z badanych ekstraktow, nawet w najwyzszym zastosowanym stezeniu (25ug/ml), nie
wykazal istotnych wlasciwosci cytotoksycznych w odniesieniu do komorek (p>0,05).
Cytotoksyczno$¢ we wszystkich przypadkach nie przekraczala granicznej warto$ci 15%,
okreslonej na podstawie polskiej 1 europejskiej normy (ISO 10993-5:2009). Brak wtasciwosci
cytotoksycznych zwigzkow roslinnych pozwolilo na prowadzenie dalszych badan

z wykorzystaniem badanych surowcow.

9.3. Wplyw ekstraktow roslinnych na zywotnos¢ naswietlanych fibroblastow i na

parametry stresu oksydacyjnego
9.3.1. Zywotno$é¢ komorek Hs68

Zywotnoé¢ fibroblastow skory linii Hs68 okreslono metodg spektrofotometryczng z WST-8.
Ocena wptywu badanych ekstraktow na zywotno$¢ komorek uwzgledniata 24-godzinng pre-
inkubacje¢ z ekstraktami (w zakresie stezen 5-25 pg/ml), a nastgpnie naswietlanie; po 48h

wykonywano test CCK-8. Wykazano, ze promieniowanie UVA w zastosowanej
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doswiadczalnej dawce (8 J/cm?) powoduje zmniejszenie odsetka zywych komorek o ok. 20%
(= 5%) (Ryc. 8). Natomiast w obecnosci ekstraktow z lisci O. europaea oraz ziaren
C. robusta, podobnic jak i kontrolnych antyoksydantéw, zanotowano istotny wzrost
zywotno$ci komorek do okoto 100% (niezaleznie od stezenia ekstraktu ro$linnego), co
wskazuje na zdolnos$¢ tych ekstraktow do ochrony komorek skory przed promieniowaniem.
Brak istotnych statystycznie réznic pomigdzy odsetkiem zywych fibroblastow pre-
inkubowanych z ekstraktami z kory i lici jesionéw, a kontrolnymi po naswietleniu
(z wyjatkiem ekstraktu z lisci F. excelsior przy stezeniu 25 ug/ml; p<0.5), pomimo widocznej
tendencji wzrostu przezywalnosci komoérek, moze wynikac¢ ze zbyt niskiej czutosci metody.
Ze wzgledu na brak istotnych statystycznie roéznic pomigdzy wartosciami absorbancji
pomiedzy fibroblastami inkubowanymi w medium DMEM, a medium DMEM zawierajacym
0,125% DMSO, ostatecznie za kontrole w doswiadczeniach przyjeto proby pozbawione

ekstraktow roslinnych, czyli inkubowane tylko w medium DMEM.
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Ryc. 8. Przezywalnos$¢ fibroblastoéw (Hs68) (po 48 godzinach) inkubowanych z ekstraktami
ro$linnymi i eksponowanych na dziatanie promieniowania UVA (8 J/cm?). Wyniki
przedstawiono jako odsetek zywych fibroblastow po naswietleniu, za 100% przyjeto
absorbancje odpowiedniej probki kontrolnej (nienaswietlonej); (n=6); $rednia + SD; *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001 w porownaniu z UVA.

78



9.3.2. Calkowity potencjal antyoksydacyjny

Zdolno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow roslinnych z F. excelsior, F. rhynchophylla,
O. europaea i C. robusta oraz zwigzkow referencyjnych zostata okre§lona za pomoca trzech
metod, tj. metoda redukcji kationorodnika ABTS* i rodnika DPPH oraz metodg FRAP.
Uzyskanie wyniki zostaly przedstawione odpowiednio jako zdolno$¢ zmiatania
kationorodnika ABTS" i rodnika DPPH oraz jako zdolno$¢ redukcji jondéw zelaza (Srednie
wartosci FRAP w mmolach jonow Fe?*/g suchego ekstraktu) (Tabela 4).

Tabela 4. Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow roslinnych

ABTS [mM
jednoelektronowych
Ekstrakt/antyoksydant rownowaznikow DPPH [% RSA] FRAP [mmol/g]
Troloksu - dla
stezenia 5 pg/ml]
F. exce(';'é’[)‘ liscie 0,255 + 0,027 8413+ 0311 14,634 + 2,666
F. excelsior —kora 0.252 + 0,024 10,141 + 0,312 25.16 + 4,901
(FEK)
F. rhynchophylla —
Kora (FRK) 0.450 + 0,029 10,143+ 0,310 27392 + 5,892
O. europaea — liscie 0,527 +0,041 16,034 £0,765 25,750 + 4,084
(OLE)
C. robusta — nasiona A £ |
(GCBE) 0,582 + 0,058 25 661 =+ 3,880 52371 + 6,322
Kwas a(SAkg)b'”o""y 0,787 + 0,0548 24812 +2.391F 123,881+ 9,711
Kwercetyna (QU) 4,754 + 0,029¢ 118,110 + 4,581° 219,930 + 37,130X
Rutyna (RUT) 1.063 +0121P 37.432 + 1,683" 51,971 + 10,061"

A_p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK

B_p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK

€ p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK, OLE, GCBE
P _ p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK, OLE, GCBE
E _ p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK, OLE

F_p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK, OLE

G _ p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK, GCBE, OLE
H_ p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK, OLE

' — p <0,05 w poréwnaniu z FEL

J— p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK, GCBE, OLE
K_ p <0,05 w poréwnaniu z FEL, FEK, FRK, GCBE, OLE
L —p <0,05 w pordwnaniu z FEL
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Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze zdolnos$¢ badanych
ckstraktow do zmiatania kationorodnika ABTS" jest nizsza w poréwnaniu ze zwigzkami
referencyjnymi (kwercetyna i rutyna). Statystycznie istotng nizsza zdolno$¢ zmiatania
kationorodnika ABTS™ uzyskano tez dla ekstraktow z Fraxinus sp. (p<0,01) w odniesieniu do
kwasu askorbinowego. Poréwnujac badane ekstrakty ro$linne, wyzszg zdolnos¢
antyoksydacyjng wykazuje ekstrakt z C. robusta w odniesieniu do ekstraktu z lisci i kory
F. excelsior (p<0,05).

Wyniki uzyskane metoda FRAP wskazuja, iz ekstrakty (o stezeniu 10 pg/ml)
z F. excelsior, F. rhynchophylla, O. europaea w porownaniu z dwoma zwigzkami
referencyjnymi — kwasem askorbinowym oraz kwercetyng wykazuja nizsza zdolno$¢ redukcji
jonow zelaza (Tab. 4). Natomiast wartosci FRAP ekstraktoéw roslinnych oraz rutyny sa
porownywalne, z wyjatkiem ekstraktu z lisci F. excelsior, co wskazuje na mniejsze
wlasciwosci  antyoksydacyjne wskazanego ekstraktu. Statystycznie istotna roznica
w wartosciach FRAP wystepuje jedynie w warto$ciach uzyskanych dla ekstraktu z C. robusta
oraz rutyny w poréwnaniu do ekstraktu z lisci F. excelsior (p<0,05).

Tabela 4 przedstawia réwniez wyniki interakcji badanych ekstraktow roslinnych
z syntetycznym rodnikiem DPPH. Wyniki otrzymane dla poszczegodlnych stezen ekstraktow
przeliczone zostaly na RSA [%] dla stgzenia 5 pg/ml. Najwyzsza zdolno$¢ zmiatania rodnika
DPPH wyznaczono dla zwiazku referencyjnego, tj. kwercetyny (118,11 + 4,58 % RSA).
Natomiast porownujac badane ekstrakty roslinne najwyzsza zdolnos$cig przeciwutleniajaca
cechuje sie ekstrakt z C. robusta (25,66 + 3,88 % RSA, p<0,05). Dodatkowo zaobserwowano
nastepujaca tendencje - nieco wickszg zdolnos¢ do zmiatania rodnika DPPH przez ekstrakt
z O. europaea, anizeli ekstrakty z kory F. rhynchophylla oraz z kory i lisci F. excelsior.
Zazwyczaj rodniki DPPH reaguja szybko i catkowicie z obecnymi przeciwutleniaczami
(w przypadku polarnych rozpuszczalnikow). W obecnosci stabych antyoksydantow (z matg
iloscig grup —OH, badZ spolimeryzowanych), reakcja zachodzi duzo wolniej. Stad mozliwe
rozbiezno$ci w otrzymanych wynikach. Niemniej jednak, wszystkie badane ekstrakty
wykazuja dziatanie przeciwutleniajace.

Punktem odniesienia w interpretacji wynikow uzyskanych za pomocg 3 rdznych
metod powinna by¢ ich czulos¢. Wszystkie skladniki ekstraktow oraz interakcje pomiedzy
nimi wplywajg na ich calkowity potencjal antyoksydacyjny. Réznice w otrzymanych
warto$ciach zalezne s3 w znacznym stopniu od pH S$rodowiska zachodzacej reakcji

(wlasciwosci przeciwutleniajace gtownych zwigzkow, zalezg od pH $srodowiska).
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9.3.3. Analiza uszkodzen DNA metodg kometowa

Promieniowanie UVA, w przeciwienstwie do promieniowania UVB, jest w niewielkim
stopniu absorbowane przez DNA, dlatego tez tylko w niewielkim stopniu wywotuje
uszkodzenia DNA w sposob bezposredni. Natomiast powoduje wzmozong produkcje ROS, co
przyczynia si¢ do modyfikacji oksydacyjnych zasad azotowych i1 innych uszkodzen DNA
(peknigcia pojedynczych i podwojnych nici DNA czy miejsca apurynowe/pirymidynowe).
Nienaprawione uszkodzenia DNA moga prowadzi¢ do mutacji i aberracji chromosomowych
albo do $mierci komorkowej. Genotoksyczne dziatanie promieniowania UVA oceniono za
pomocg alkalicznej wersji testu kometowego, ktory wykrywa wszystkie wymienione powyzej
uszkodzenia DNA.

Calkowity poziom uszkodzen DNA, zostal wyrazony jako zawarto§¢ DNA
W ,,ogonie”, w fibroblastach Hs68, poddanych dziataniu promieniowania UVA (8 J/cm?), bez
I W obecnos$ci ekstraktow roslinnych z: F. excelsior, F. rhynchophylla, O. europaea oraz
C. robusta. Promieniowanie UVA wywotalo znaczacy wzrost calkowitego poziomu
uszkodzen DNA. Po naswietleniu obserwowano ponad 11-krotny wzrost poziomu uszkodzen
DNA, od wartoéci 1,61£0,317% w fibroblastach kontrolnych (K(-)) do 19,82+1,668%
w komorkach naswietlonych (K(+)). Jednak pre-inkubacja fibroblastow Hs68 z ekstraktami
ro$linnymi spowodowata zalezne od st¢zenia zmniejszenie odsetka DNA w ,ogonie”
(Ryc. 9). Wszystkie badane ekstrakty, przy najwyzszym badanym stezeniu (25 pg/mL)

W znacznym stopniu zmniejszaja poziom uszkodzen DNA (do wartosci <5%, (p<0.001)).
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Ryc. 9. Poziom uszkodzenh DNA, wyrazony jako procentowa zawartos¢ DNA w ,,ogonie” (po
odjeciu uszkodzen endogennych), w fibroblastach Hs68 poddanych dziataniu promieniowania
UVA (8 J/cm?), bez i w obecnosci ekstraktow, zliczano po 100 komet dla kazdej probki;
(n=12); $rednia+SD; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 w porownaniu z UVA.

9.3.4. Poziom ROS (metoda z H.DCFDA)

Geno- i cytotoksyczne dziatanie promieniowania UVA wynika przede wszystkim ze
zdolnosci do generowania ROS, ktore reagujac z biatkami, lipidami i DNA prowadza do
powstawania modyfikacji oksydacyjnych w tych molekutach i w nastgpstwie do uszkodzenia
struktur komorkowych. ROS powstaja na skutek pochtaniania promieniowania przez
substancje endogenne, do ktorych zaliczy¢ mozna melaniny, porfiryny, czy flawiny. Poziom
wewnatrzkomorkowych ROS jest mozliwy do oznaczania za pomocg sondy fluorescencyjnej
H.DCF-DA. Metoda postuzyta ocenie poziomu stresu oksydacyjnego w fibroblastach
poddanych dzialaniu UVA, bez 1 w obecnosci ekstraktow. Fibroblasty inkubowano
z ekstraktami z: F. excelsior, F. rhynchophylla, O. europaea oraz C. robusta w badanych
stezeniach (5-25 pg/ml), a w kolejnym etapie naswietlano dawka promieniowania wynoszaca
8 J/lcm?. Na podstawie pomiaru intensywnoséci fluorescencji DCF oceniono poziom ROS
generowanych w fibroblastach, a wyniki przedstawiono jako % kontroli, przyjmujac za 100%
roznice w RFU (wzgledne jednostki fluorescencji) pomiedzy kontrola naswietlang
I nienaswietlang. Badania wykazaly, ze naswietlanie promieniowaniem UVA generuje
w przyblizeniu 4-krotny wzrost poziomu ROS w fibroblastach Hs68 (K(-) = 0,505+0,057
RFU; K(+) = 1,979+0,317 RFU). Ekstrakty roslinne posiadaja zdolno$¢ zmiatania ROS, przy
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czym najskuteczniejszym dzialaniem charakteryzuje si¢ ekstrakt z kory F. excelsior
0 stezeniu 25 ug/ml, gdzie poziom ROS jest obnizany o 44% (p<0,001) w pordéwnaniu
z kontrolg naswietlong (bez ekstraktow), zblizone wiasciwosci wykazuje ekstrakt z C. robusta
(p<0,001) (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Poziom ROS okreslony za pomocg metody spektrofluorymetrycznej z sonda
H2DCFDA, w fibroblastach Hs68 poddanych dziataniu promieniowania UVA (8 J/cm?), bez
I'w obecnosci ekstraktow. Wyniki przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100%
przyjmowano roznice w RFU (wzgledne jednostki fluorescencji) pomiedzy probka kontrolng
naswietlang 1 nienaswietlang; (n=6); s$redniaxSD; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

W poréwnaniu z UVA.
9.3.5. Poziom ekspresji reduktazy tioredoksyny

Utrzymanie rownowagi redoks w komorce jest mozliwe poprzez funkcjonowanie systemu
antyoksydacyjnego. Jednym z takich uktadéw jest uktad ztozony z tioredoksyny (Trx),
reduktazy tioredoksyny (TrxR) oraz peroksydazy tioredoksyny (TPx), zdolnych do
redukowania utlenionych sktadnikow komorkowych, przy udziale NADPH (fosforanu
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego). TrxR odpowiada za redukcj¢ utlenionej postaci
Trx, reduktaza oddziatujac z peroksydaza bierze udziat w redukcji powstatych nadtlenkow.
Uktad ten chroni komorki przed procesem apoptozy, wywolanym przez ROS, ktore
generowane s3 mie¢dzy innymi pod wptywem promieniowania UVA. Oznaczenie poziomu

reduktazy tioredoksyny wykonano dla formy cytozolowej — TrxR1.
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Uzyskane wyniki wskazuja, iz poziom ekspresji TrxR w fibroblastach poddanych
dziataniu promieniowania UVA ulegt znacznemu obnizeniu (o okoto 45% w pordéwnaniu
z kontrola; p<0,001) (Ryc. 11). Przeprowadzone do$wiadczenie wykazalo, ze kazdy
z badanych ekstraktow ro$linnych, jak roéwniez zwigzek referencyjny (kwercetyna),
spowodowaty istotny statystycznie wzrost poziomu TrxR w naswietlanych fibroblastach
(###p<0,001). Wzrost poziomu ekspresji TrxR po traktowaniu komoérek badanymi
ekstraktami i poddanych dziataniu promieniowania UVA wskazuje na fotoprotekcyjne
dziatanie ekstraktow. Same ekstrakty ro$linne zmniejszaly w niewielkim stopniu poziom
ekspresji TrxR (p<0.001) w nienaswietlonych fibroblastach w przeciwienstwie do QU, gdzie

nie odnotowano takiego efektu (Ryc. 11).
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Ryc. 11. Poziom ekspresji TrxR-1 w fibroblastach Hs68, poddanych dziataniu
promieniowania UVA (8 J/cm?), bez i w obecnosci ekstraktow; (n=12); $rednia:SD; *p<0,05;
**¥p<(,01; ***p<0,001 w poréwnaniu do kontroli nienaswietlanej (0); *p<0,05; #p<0,01;

###5<0,001 w poréwnaniu do kontroli naswietlanej (UVA).

9.4. Wplyw ekstraktow roslinnych na drogi $mierci komorkowej indukowanej

promieniowaniem UVA
9.4.1. Odsetek populacji zywych fibroblastéw w hodowli po naswietleniu

Metodg cytometrii przeptywowej Okre§lono odsetek populacji zywych fibroblastow po

naswietleniu. Jednoczesne barwienie aneksyna V sprzezong z FITC i1 PI pozwala na wykrycie
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komorek zywych oraz komorek z uszkodzong btong komorkowa. Wyniki przedstawione na
rycinie 12 wskazuja, ze promieniowanie UVA w zastosowanej doswiadczalnej dawce
(8 JJem?) powoduje zmniejszenie odsetka zywych komorek o okoto 20% wzgledem
fibroblastow  kontrolnych (***p<0,001). Preinkubacja fibroblastow z ekstraktami,
w stezeniach zastosowanych w doswiadczeniu (5-25 pg/ml) przeciwdziala cytotoksycznosci
promieniowania UV A, utrzymujac W tych populacjach poziom zywych komoérek w hodowli,
ktory charakteryzuje populacje komorek kontrolnych. Uzyskane wyniki sg zgodne
z wynikami przedstawionymi na rycinie 7, gdzie zywotno$¢ fibroblastow oceniano metoda

spektrofotometryczng z wykorzystaniem testu CCK-8.

A 100 8 Jiem? 100 8 Jicm?
f ' s T — 1 Y
- g8 L ##
T 80 — T 801 T L
-3 Q0
€ 60 S 604
£ £
£ 40 £ 40
N N
Q@ @
N N
o 204 o 204
0- T T T 0- T T T
0 UVA 5 25 Qu 0 UVA 5 25 Qu
Stezenie ekstraktu FEK [pg/mi] Stezenie ekstraktu FRK [ug/mi]
2 8 Jem?
8 Jiem
100 L — 1001 r 1 :;_a ::_‘ LEE
— BER
2 80+ o T — — g 804 o T
Q0
0 )
g 60+ E 60-
w =
£ w s
3 £
N o ]
o & 207
0- T T T 0- T T T
0 UVA 5 25 Qu 0 UVA 5 25 Qu
Stezenie ekstraktu GCBE [pg/mi] Stezenie ekstraktu OLE [ug/mi]

85



B 0,3% 1,53% 0,5% 6,85%

90,19% " 7,95% 57,05% ' . 35,62%

1,1% 3,17% 1,2% 2,82%

78,81% I 16,94% 80,79% ' . 15,18%

QO
0,76% 1,7%
p
e
80,26 % ) 17,28%

Ryc. 12. Odsetek populacji zywych fibroblastéw Hs68 po dzialaniu promieniowania UVA
(8 J/lcm?), bez i w obecnosci ekstraktow oznaczony metoda cytometrii przeptywowej; (n=6),
$redniatSD; ***p<0,001 w poréownaniu z kontrolg nienaswietlang (0); *p<0,05; #p<0,01;
##5<0,001 w poréwnaniu do kontroli naswietlanej (UVA) (A) oraz przykladowe
reprezentatywne wykresy dot plot (fibroblasty inkubowane z OLE); populacje komorek
w kwadrantach IV, I 1 II/III reprezentuja odpowiednio zywe, nekrotyczne i przechodzace

apoptoze komorki Hs68 (B).
9.4.2. Wiasciwosci anty-apoptotyczne ekstraktow roslinnych

Apoptoza jest procesem zaprogramowanej $mierci komorki, ktoéry obejmuje szereg zmian
morfologicznych (m.in. oddzielenie komoérki od pozostatych, kurczenie si¢ komorki
| fragmentacje¢ jadrowego DNA) i zmian biochemicznych. Eksternalizacja fosfatydyloseryny

to cecha charakterystyczna komorek apoptotycznych. Podwdjne barwienie aneksyng V-FITC
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I jodkiem propidyny umozliwia wykrycie komoérek z uszkodzong btong komoérkows. Ocena
stopnia wigzania aneksyny V-FITC z fosfatydyloseryna, wykonana zostata metoda cytometrii
przeplywowej. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, iz naswietlanie
promieniowaniem UVA powoduje istotnie statystyczny wzrost (prawie 5-krotny) odsetka
fibroblastow apoptotycznych, charakteryzujacych si¢ eksternalizacja PS (Ryc. 13).
Preinkubacja z ekstraktami roslinnymi w znacznym stopniu zapobiegata apoptotycznej
$mierci fibroblastow skory (we wszystkich badanych przypadkach zanotowano spadek
odsetka fibroblastow ulegajacych apoptozie o ponad 50% w poréwnaniu z komodrkami

naswietlanymi, nietraktowanymi ekstraktami, p<0,001).
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Ryc. 13. Wplyw ekstraktow roslinnych na indukowang promieniowaniem UVA apoptozg
komorek Hs68. Wyniki przedstawiono jako ,,indeks apoptotyczny”, wyrazony przez  iloraz
— liczba komorek apoptotycznych w stosunku do liczby zywych komorek; (n=6);
srednia£SD; ***p<0,001 w poréwnaniu z UVA.

9.4.3. Aktywacja kaspazy -8,-9 i -3

Celem okreslenia udziatu kaspaz inicjatorowych (kaspaza 8 i 9) i kaspazy-3 (wykonawczej)
W przebiegu apoptozy zachodzacej po 48 godzinach w naswietlanych fibroblastach skory
(kontrolnych i pre-inkubowanych z ekstraktami ro§linnymi) zastosowano komercyjne testy
z substratami chromogennymi (specyficznym dla kazdej kaspazy peptydem skoniugowanym
Z p-nitroaniling). Poréwnanie absorbancji p-nitroaniliny uwolnionej przez kaspaze (Aasos)
W proébce naswietlanej (fibroblasty apoptotyczne) z kontrolg nieindukowana pozwolito
okresli¢ stopien wzrostu aktywnosci badanych kaspaz. Odnotowano, ze zastosowana
w do$wiadczeniach dawka promieniowania UVA (8 J/cm?) spowodowala 4-krotny wzrost
aktywnej kaspazy-8 (K (-) Asos = 0,049 + 0,007; K (+) Ass = 0,200 £+ 0,0096) i prawie
6-krotny wzrost aktywnej kaspazy-9 (K (-) Ass = 0,065 + 0,0147; K (+) Ass = 0,385
+ 0,0465) oraz 4,5-krotny wzrost aktywnej kaspazy-3 (K (-) Asos = 0,054 + 0,006; K (+) Asos
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= 0,241 + 0,010). Wyniki przedstawione na rycinie 14 wykazaty, ze w znacznym stopniu
hamowana jest przez wszystkie badane ekstrakty aktywno$¢ inicjatorowej proteazy serynowe;j
(kaspazy-8), zaangazowanej we wczesne etapy apoptozy przebiegajacej na szlaku
receptorowym (zewnatrzpochodnym). Apopotoza na tym szlaku hamowana jest najsilniej
przez ekstrakty z F. rhynchophylla, O. europaea oraz C. robusta (o okoto 50%, przy
najwyzszym zastosowanym st¢zeniu ekstraktow), natomiast dla tego samego st¢zenia
ekstraktow z kory i lisci F. excelsior wykazano hamowanie o okoto 40% w odniesieniu do
kontroli. W przypadku kaspazy-9 (kaspaza inicjatorowa, szlak mitochondrialny) ekstrakt
z O. europaea (25 pg/ml) hamowat aktywnos¢ az prawie o 80% (p<0,001) w odniesieniu do
komorek kontrolnych naswietlanych UV A, natomiast pozostale ekstrakty o tym stezeniu
powodowaty spadek aktywnos$ci kaspazy-9 w zakresie 60-70%. Aktywnos$¢ kaspazy-3
obnizana jest przez badane ekstrakty roslinne w granicach 50-65%.
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Ryc. 14. Ocena aktywnosci kaspazy-3;-8 i1-9 w fibroblastach Hs68, poddanych dziataniu
promieniowania UVA (8 J/cm?), bez i w obecnosci ekstraktow. Wyniki przedstawiono jako
% kontroli, gdzie za 100% przyjeto aktywno$¢ odpowiedniej kaspazy w nietraktowanych
komorkach stymulowanych UVA (8 J/cm?); (n=3); éredniaxSD; *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 w poréwnaniu z UVA.

9.4.4. Ocena procesu starzenia komorkowego na podstawie aktywnosci -galaktozydazy

Celem sprawdzenia wptywu promieniowania UVA na przyspieszone starzenie si¢ komorek
skory dokonano pomiaru aktywnosci [-galaktozydazy, uwalnianej z lizosomow do
cytoplazmy. p-galaktozydaza zwigzana ze starzeniem (SA-B-galaktozydaza), bedaca
znacznikiem zachodzacej w komorkach senescencji, jest waznym wskaznikiem fotostarzenia
si¢ komorek w modelach eksperymentalnych. Zatem komorki starzejace charakteryzuja sie
podwyzszong aktywnos$cig tego enzymu. Dodanie do pozywki komorkowej substratu, jakim
jest X-gal, w pH rownym 6,0 sprawia, ze cytozolowa forma -galaktozydazy zdolna jest do
rozktadu substratu do niebieskiego produktu widocznego pod mikroskopem swietlnym.
Analiza mikroskopowa wykazata, ze promieniowanie UVA w zastosowanej,
doswiadczalnej dawce 8 J/cm?, ponad 4-krotnie zwigksza aktywno$¢ SA-B-galaktozydazy.
Preinkubacja fibroblastow z ekstraktami roslinnymi: F. excelsior, F. rhynchophylla oraz
C. robusta, prowadzi do znacznego zmniejszenia liczby komoérek podlegajacych procesowi
przyspieszonego starzenia, obserwowane jako pojedyncze komorki o niebieskim zabarwieniu,
bez znacznych zmian morfologicznych komoérek. Porownanie preparatow z komorkami
kontrolnymi (nietraktowanych ekstraktami oraz promieniowaniem UV A), $wiadczy o tym, ze
starzenie komorek jest wynikiem dziatania promieniowania UV A, natomiast badane ekstrakty
ro§linne wykazuja dziatanie ochronne. Najefektywniejszym dzialaniem charakteryzuje sie¢
ekstrakt C. robusta, gdzie zaobserwowano spadek odsetka komorek SA-B-gal-pozytywnych
do ok. 15%, w poréwnaniu z kontrolg (UVA) (Ryc. 15). W przypadku ekstraktow z jesionow:
F. excelsior (kora) i F. rhynchophylla, jak i zwigzku referencyjnego (odsetek fibroblastow
SA-B-gal+ utrzymuje si¢ na poziomie 20-25%. Istotne statystycznie roznice w wartosciach
wystepuja rowniez w przypadku najnizszego (5 pg/ml) i najwyzszego (25 pg/ml) badanego
stezenia w przypadku ekstraktu z kory F. rhynchophylla oraz ekstraktu C. robusta (p<0,001).
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Ryc. 15. Poziom B-galaktozydazy (SA-B-gal) zwigzanej ze starzeniem, bedacej znacznikiem
zachodzacej w komorkach senescencji. Wyniki przedstawiono jako % zawarto$¢ komorek
starzejacych si¢ SA-B-gal-pozytywnych (SA-B-gal+) w przeliczeniu na 100 zliczanych
komorek; (n=6); $rednia+=SD; ***p<0,001 w poréwnaniu z UVA.

9.5. Analiza poziomu ekspresji metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej

Metaloproteinazy uczestnicza w wielu waznych biologicznie procesach, jak embriogeneza,
morfogeneza, angiogeneza, gojenie ran, apoptoza. Jednak najwazniejszg rol¢ odgrywaja
w procesie degradacji macierzy pozakomorkowej tkanki tacznej, ktéra stanowi nie tylko
konstrukcje pozakomorkowa, ale w niej zawarte sg takze substancje aktywne, jak czynniki
wzrostu, uwalniane pod wplywem metaloproteinaz. Rownowaga pomigdzy aktywacja
metaloproteinaz, m.in. pod wplywem dziatania promieniowania UVA, a inhibicja
metaloproteinaz determinuje ich aktywnosc¢. Metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej MMP-1/-3/-9 odgrywaja kluczowa role w fotostarzeniu skory,
wywotanym promieniowaniem UVA. W eksponowanych na dziatanie UVA fibroblastach
Hs68 dochodzi do wzrostu poziomu MMP-1/-3/-9 (zaobserwowano wzrost ekspresji
odpowiednio: MMP-1: 1,6-krotny [K(-) = 6,770+0,187; K(+) = 11,352+1,209 ng/mL];
MMP-3: 1,3-krotny [K(-) = 8,373+0,390; K(+) = 11,201+1,471 ng/mL]; MMP-9: 2,3-krotny
[K(-) = 8,813+0,138; K(+) = 20,401+0,099 ng/mL]) (Ryc. 16). Wszystkie badane ekstrakty,
z C. robusta, kory F. excelsior i F. rhynchophylla, istotnie i w sposob zalezny od st¢zenia,
zmniejszajag poziom MMP-1 w fibroblastach Hs68 poddanych dziataniu promieniowania
UVA, w poréwnaniu do kontroli (naswietlane Hs68, nietraktowane ekstraktem). Efektywnym
dziataniem cechuje si¢ ekstrakt z C. robusta, ktory zmniejsza prawie 3-krotnie poziom
MMP-1, (biorgc pod uwage najwyzsze badane stezenie (25 pg/ml; p<0,001, w poroéwnaniu

z UVA). Ekstrakty z kory Fraxinus sp, wykazujg zblizone wlasciwosci, zmniejszajac
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2,5-krotnie  poziom MMP-1 (p<0,001). Biorgc pod uwage MMP-3, wszystkie trzy
analizowane ekstrakty w podobny sposob hamuja uwalnianie tej metaloproteinazy (okoto
2-krotnie obnizajg poziom MMP-3 przy najwyzszym stezeniu, p<0,001). Ekstrakt
z C. robusta w znacznym stopniu wptywa na uwalnianie MMP-9 (spadek o okoto 35%,
w porownaniu z naswietlong kontrolg; p<0,001). Podobnie, ekstrakty z Fraxinus sp.,
ograniczajg ekspresjc MMP-9 0 okoto 40% przy stezeniu 25 pg/ml (p<0,001). Skutecznosé
dziatania fotoochronnego badanych ekstraktow jest pordwnywalna ze zwigzkiem

referencyjnym, tj. kwercetyna.
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Ryc. 16. Ekspresja metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej (MMP-1;MMP-3; MMP-9)
w fibroblastach Hs68, poddanych dziataniu promieniowania UVA (8 J/cm?), bez
I W obecnosci ekstraktow; (n=3); srednia+SD; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 w porownaniu
do kontroli nienaswietlanej (0) oraz #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 w poréwnaniu do

kontroli naswietlanej (UVA).
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9.6. Udzial ekstraktéow roslinnych w modulacji gtéwnych szlakéw sygnatowych

bioracych udzial w odpowiedzi na promieniowanie UVA
9.6.1. Poziom ekspresji supresora nowotworu, bialka p53

Uszkodzenia DNA indukowane promieniowaniem UV A moga prowadzi¢ do zmiany ekspresji
onkogendw i gendow supresorowych nowotworow, takich jak p53.0Okreslono poziom ekspresji
biatka p53 w fibroblastach skory za pomoca testu immunoenzymatycznego. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze naswictlanie komorek promieniowaniem UVA
(8 J/cm?), ponad 4-krotnie zwicksza poziom ekspresji biatka p53 [K(-) 0,589+0,0169;
K(+) 2,562+0,099 ng/ml]. Juz pojedyncza dawka promieniowania UVA wywolala szybka
akumulacje biatka p53 w fibroblastach skory. Jednak preinkubacja fibroblastow z badanymi
ekstraktami roslinnymi powoduje znaczny i istotny statystycznie spadek poziomu ekspresji
biatka p53. Obserwowana jest takze zalezno$¢ zmniejszania poziomu p53 wraz ze wzrostem
stezenia badanych ekstraktow, przy czym zblizong zdolnos$¢ redukcji wykazuje ekstrakt
zkory F. rhynchophylla [0,266+0,0918 ng/ml] oraz ekstrakt z C. robusta
[0,322+0,0867 ng/ml], w najwyzszym badanym stezeniu 25 ug/ml (Ryc. 17).
Prawdopodobnie zwigzane jest to ze zdolnoscig ekstraktow do regulowania réwnowagi
oksydoredukcyjnej w komodrkach. Wiadomo, ze p53 promuje ekspresje wielu genow
antyoksydacyjnych, co odpowiada za zdolno$¢ p53 do kontrolowania stresu oksydacyjnego.
Kwestia wartg podkreslenia jest uzyskany dla poszczegdlnych ekstraktow efekt
poréwnywalny z wynikami uzyskanymi dla badanych zwigzkéw referencyjnych [kwas
askorbinowy 0,3524+0,004; kwercetyna 0,6244+0,072 ng/ml]. Istotne statystycznie rdznice
w warto$ciach wystepuja réwniez w przypadku najnizszego (5 pg/ml) 1 najwyzszego

(25 pg/ml) badanego stezenia w przypadku wszystkich badanych ekstraktow (p<0,001).
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Ryc. 17. Ekspresja biatka p53 w fibroblastach Hs68, poddanych dziataniu promieniowania
UVA (8 Jlcm?), bez i w obecnosci ekstraktow; Kontrola ,,UVA” przedstawia wzrost ekspresji

p53 po naswietleniu; (n=3); srednia+SD; ***p<0,001 w poréwnaniu do UVA.
9.6.2. Poziom ekspresji czynnika transkrypcyjnego NFkB

Rodzina czynnikow NFkB reguluje ekspresj¢ licznych genéw komodrkowych, ktore odgrywaja
wazng role w odpowiedziach immunologicznych i stresowych, zapaleniu 1 apoptozie. Biatka
NFkB sg aktywowane przez rdézne bodzce (cytokiny, infekcje bakteryjne i wirusowe, rozne
rodzaje promieniowania). Miedzy innymi wzrost ROS wptywa na aktywacje NFkB, ktory to
po przemieszczeniu do jadra, prowadzi do aktywacji transkrypcji biatek odpowiedzi zapalne;.
Dzialanie samego promieniowania UVA na fibroblasty skory linii Hs68 powoduje istotny
wzrost poziomu NFkB (p<0,05), (kontrola ,,UVA” (215,841+9,925) przedstawia wzrost
ekspresji NFkB po naswietleniu, gdzie K(-) 907,870+11,226; K(+) 1123,711£2,094 ng/ml),
chociaz wzrost ten jest mniejszy niz w przypadku konkanawaliny A (Ryc. 18). Obserwowany
jest spadek stezenia NFxB w fibroblastach poddanych dzialaniu promieniowania UVA,
preinkubowanych z badanymi ekstraktami. Wszystkie badane ekstrakty w stezeniu 25 pg/ml
w przyblizonym stopniu hamujg ekspresje badanego bialka, ekstrakt z kory F. excelsior
(119,630+£7,460 ng/ml), F.rhynchophylla (122,569+4,226 ng/ml) oraz C. robusta
(114,352+4,243 ng/ml).
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Ryc. 18. Ekspresja NFkB w fibroblastach Hs68, poddanych dziataniu promieniowania UVA
(8 J/cm?), bez i w obecnosci ekstraktow; kontrola ,,UVA” przedstawia wzrost ekspresji NFxB

po naswietleniu; (n=3); srednia+SD; *p<0,05; ***p<0,001 w poréwnaniu do UVA.
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9.6.3. Poziom ekspresji biatka KLOTHO

Klotho to zwigzane z btong lub rozpuszczalne biatko przeciwstarzeniowe, ktorego dzialanie
ochronne jest niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania wielu narzadow. Jak wynika
Z dotychczasowych badan, zwierzgece modele badawcze pozbawione tego genu starzejg si¢
przedwczesnie, z tego wzgledu okreslany jest ,,genem miodosci”, a jego aktywacja moze
wplywaé na spowolnienie procesow starzenia. Zaobserwowano 2,5-krotny spadek poziomu
ekspresji biatka Klotho pod wptywem dziatania promieniowania UVA [K(-) 2,980+0,147;
K(+) 1,166+0,018 pg/ml] (Ryc. 19). Obserwowany wzrost poziomu ekspresji biatka Klotho
w fibroblastach pre-inkubowanych z ekstraktami z C. robusta, F. excelsior oraz
F. rhynchophylla, w poréwnaniu z komdrkami naswietlanymi (nietraktowanymi ekstraktami)

(p<0,001) wskazuje na ich dziatanie fotoochronne.
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Ryc. 19. Ekspresja biatka KLOTHO w fibroblastach Hs68, poddanych dziataniu
promieniowania UVA (8 J/cm?), bez i w obecnoéci ekstraktow; (n=3); $rednia+SD; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 w poréownaniu do kontroli nienaswietlanej (0) oraz #p<0,05;

##p<0,01; ####p<0,001 w porownaniu do kontroli naswietlanej (UVA).
9.6.4. Poziom ekspresji czynnika transkrypcyjnego AP-1

Ekspresja biatka AP-1 indukowana, m.in., pod wpltywem dziatania UV A, shuzy jako marker
odpowiedzi komoérkowej na stres. Wiele bodzcow, glownie ROS, sg w stanie stymulowaé
AP-1 do wigzania si¢ z regionami promotorowymi wielu genow, ktore odgrywaja istotng rolg
w modulowaniu stanu zapalnego, proliferacji komorek, apoptozie i1 karcynogenezie.
Wiadomo, ze wzrost aktywnosci AP-1 jest zwigzany z transformacjg nowotworowg
| dziataniem czynnikow promujacych nowotworzenie, takich jak czynniki wzrostu,
promieniowanie ultrafioletowe i onkogeny. Biorac pod uwagg poziom ekspresji biatka AP-1

po naswietlaniu komodrek Hs68, jest on ponad 2-krotnie wyzszy w odniesieniu do komorek
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niczym nietraktowanych [K(-) 20,936+0,499; K(+) 71,953+3,492 pg/ml]. Widoczny jest
istotny statystycznie spadek poziomu biatka AP-1 w komoérkach poddanych dziataniu
promieniowania (Ryc. 20), ale wczeéniej traktowanych badanymi ekstraktami roslinnymi.
Réwniez w tym przypadku obserwowana jest zalezno$¢ miedzy spadkiem stezenia AP-1 oraz
wzrostem stezenia ekstraktow. Ekstrakty w najwyzszym badanym stezeniu (25 pg/ml)
powoduja spadek poziomu biatka AP-1: F. excelsior (37,306+0,872 pg/ml), F. rhynchophylla
(32,745+1,194 pg/ml) oraz C. robusta (31,672+3,031 pg/ml). Obnizony poziom ekspresji
biatka AP-1 moze $wiadczy¢ o zwigkszonej przezywalnosci komorek, zmniejszony poziom

czynnikow stresowych nie kieruje komorek na szlaki apoptozy.
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Ryc. 20. Ekspresja AP-1 w fibroblastach Hs68, poddanych dziataniu promieniowania UVA
(8 J/cm?), bez i w obecnosci ekstraktow; (n=3); srednia+SD; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

w poréwnaniu do UVA.

9.7. Ocena przeciwzapalnego dzialania ekstraktéw poprzez pomiar ste¢zenia

wydzielanych cytokin prozapalnych IL-2 i TNFa (metoda ELISA)

9.7.1. Zywotnosé PBMC

W poczatkowym etapie tej cze$ci badan oceniono wplyw ekstraktow z: F. excelsior,
F. rhynchophylla, O. europaea oraz C. robusta na przezywalnos¢ PBMCs (Ryc. 21). WyniKi
wskazuja, ze badane ekstrakty (przy zastosowanych stezeniach 5 i 25 pg/ml), jak
I kwercetyna (25 pg/ml) nie wplywaja istotnie na zmniejszenie przezywalnosci PBMCs po

4 godzinach inkubacji, (p> 0,05).
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Ryc. 21. Przezywalnos¢ PBMCs inkubowanych z ekstraktami 1 eksponowanych na dziatanie
promieniowania UVA (8 J/lcm?). Wyniki przedstawiono jako odsetek zywych PBMC po
naswietleniu, za 100% przyjeto absorbancje odpowiedniej probki nienaswietlonej; (n=3);

$rednia£SD; brak istotnych statystycznie roznic w poréwnaniu do kontroli.
9.7.2. Ocena aktywnoSci prozapalnej czynnika martwicy nowotworéw — TNFa

Posrednia stymulacja cytokin prozapalnych, takich jak czynnik martwicy nowotworu TNF-a
w fibroblastach i keratynocytach, ktore to wzmacniajg ekspresje MMPs, zachodzi pod
wpltywem dziatania promieniowania UVA. Na wytwarzanie cytokin, w tym IL-2 i TNF-a,
W znacznym stopniu wplywa wytwarzanie ROS (w tym wlasnie pod wpltywem
promieniowania UVA). Cytokiny, takie jak prozapalny TNF-a i interleukina 2 (IL-2)
odgrywajg istotng rol¢ odpowiednio w ostrej i przewleklej odpowiedzi zapalnej.
W pierwszym etapie badan okreslono poziom wydzielanego TNF-o przez PBMCs
stymulowane konkanawaling A, czyli znanym czynnikiem mitogennym. Jak przedstawiono na
rycinie 22, wszystkie badane ekstrakty, jak rowniez indometacyna nalezaca do grupy
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, w zblizonym stopniu (0 ponad 90%, p<0,001)
hamowaly wydzielanie TNF-a przez PBMCs stymulowane konkanawaling A.
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Ryc. 22. Uwalnianie TNFa w PBMCs stymulowanych Con A. Wyniki wyrazono jako
% kontroli, gdzie poziom cytokin uwalnianych z nietraktowanych komoérek stymulowanych
Con A (10 pg/ml) przyjeto jako 100%. Rycina przedstawia srednie wyniki z 3 niezaleznych
eksperymentéw. Stupki bledow oznaczaja £SD. ***p<0,001 w porownaniu do komorek
stymulowanych Con A (nietraktowanych). Jako odniesienie zastosowano indometacyng
(25 pg/ml). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 w poréwnaniu do Con A.

Nastepnie PBMCs stymulowano poprzez naswietlanie promieniowaniem UVA (8 J/cm?).
Zaobserwowano wydzielanie TNFo pod wplywem promieniowania UVA na zblizonym
poziomie jak po dziataniu ConA (Ryc. 22 i 23). Dzialanie promieniowania UVA w dawce
8 J/cm?, powoduje 5,5-krotny wzrost stezenia wydzielanego TNF-o przez PBMCs
[K(-) = 82,374+9,113; K(+) = 450,571+29,153 pg/mL]. Preinkubacja komorek z ekstraktami
ro$linnymi: F. excelsior, F. rhynchophylla, O. europaea oraz C. robusta, wplywa na
zmniejszenie sekrecji TNF-a w PBMCs stymulowanych promieniowaniem UVA (0 ok. 40%
wzgledem kontroli) (Ryc. 23). Potwierdza to zdolnos$¢ ekstraktow do przeciwdziatania

indukowanej UVA stymulacji reakcji zapalnej.
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Ryc. 23. Uwalnianie TNFa z PBMCs stymulowanych UVA. Wyniki wyrazono jako
% kontroli, gdzie poziom cytokiny w nietraktowanych komorkach stymulowanych UVA
(8 J/cm?) przyjeto jako 100%. Rycina przedstawia s$rednie wyniki z 3 niezaleznych
eksperymentéw. Stupki bledow oznaczajg £SD. ***p<0,001 w porownaniu do komorek
stymulowanych UVA (nietraktowanych). Jako odniesienie zastosowano indometacyng
(25 pg/ml).*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 w poréwnaniu do UVA.

9.7.4. Ocena dzialania przeciwzapalnego badanych ekstraktow na podstawie

enzymatycznego testu IL-2

IL-2 wytwarzana jest gtownie przez limfocyty T po stymulacji antygenowej, limfocyty B oraz
pozostale jednostki ukladu odpornosciowego, jak limfocyty NK, komodrki dendrytyczne,
monocyty 1 komorki tuczne. Promieniowanie UVA stymuluje makrofagi do produkcji
cytokin, takich jak interleukina (IL)-2, czy czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF-a).
W wyniku dziatania promieniowania UVA na PBMCs, obserwowany jest ponad 2-krotny
wzrost poziomu wydzielanej 1L-2 [K(-) =115,636+21,145 pg/mL; K(+) = 248,924+6,9
pg/mL]. Biorgc pod uwage poziom IL-2, wydzielanej pod wpltywem promieniowania UV jest
on znacznie wyzszy anizeli pod wplywem dzialania czynnika mitogennego, jakim jest
konkanawalina A (w st¢zeniu koncowym 10 pg/ml; p<0,001) (Ryc. 24). Wszystkie badane
ekstrakty hamujg wydzielanie IL-2 w odniesieniu do kontroli, przy czym ekstrakty (25 pg/ml)
z F. rhynchophylla, O. europaea wykazuja najwigkszy wptyw, porownywalny z dziataniem
indometacyny, na zmniejszenie sekrecji IL-2 (w przyblizeniu o 50%, p<0,001). Wyniki te

wskazuja na dziatanie przeciwzapalne badanych ekstraktow roslinnych.
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Ryc. 24. Uwalnianie IL-2 w PBMCs stymulowanych UVA. Wyniki wyrazono jako
% kontroli, gdzie poziom cytokiny w nietraktowanych komorkach stymulowanych UVA
(8 J/cm?) przyjeto jako 100%. Rycina przedstawia s$rednie wyniki z 3 niezaleznych
eksperymentéw. Stupki bledow oznaczajg £SD; ***p<0,001 w poréwnaniu do komorek
stymulowanych UVA (nietraktowanych). Jako odniesienie zastosowano indometacyng
(25 pg/ml). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 w poréwnaniu do UVA.

9.8. Wyznaczenie wskaznika ochrony przeciwslonecznej (SPF) metoda spektrofotometrii

w ultrafiolecie

Skuteczno$¢ ochrony przeciwstonecznej opisuje wspotczynnik ochrony przeciwstonecznej.
SPF stuzy do ilosciowego pomiaru skuteczno$ci preparatow przeciwstonecznych. Produkty
przeznaczone do ochrony przeciwslonecznej powinny charakteryzowaé si¢ zdolnoS$cia
absorbcji promieniowania w szerokim zakresie dtugosci fali 290-400 nm (obejmujacym
zakres promieniowania UVA). SPF dla ekstraktow roslinnych z: F. excelsior,
F. rhynchophylla, O. europaea oraz C. robusta wyznaczono metoda in vitro
(spektrofotometrii w ultrafiolecie). Absorbancj¢ probek mierzono w zakresie 290-380 nm,
przy kazdym przyroscie dtugosci fali 0 5 nm. SPF dla poszczegdlnych ekstraktow zostat
wyliczony na podstawie przyjetego rownania Mansur'a, wedtug Mazumder i wsp., 2018.
Obliczone wartosci SPF wahaja si¢ w zakresie 4,16 — 11,30 (Tabela 5) przy czym
ekstrakty z kory F. excelsior i C. robusta wykazuja najwyzszy SPF i jest on poréwnywalny
z warto$cig oznaczong dla zwigzku referencyjnego — kwercetyny. Wysoka warto$cia
wspolczynnika charakteryzuje sie takze ekstrakt z kory F. rhynchophylla (SPF=10,21).
Nalezy jednak podkresli¢, ze rownanie Mansur'a pozwala na ocen¢ skutecznosci ochrony
przeciwstonecznej w zakresie odpowiadajgcym promieniowaniu UVB (280-320 nm),
natomiast nie jest reprezentatywne dla zakresu UVA. System oceny SPF dla filtrow
przeciwstonecznych metodami in vivo opiera si¢ na rumieniu jako punkcie koncowym.

Skutecznos¢ wywolywania rumienia przez promieniowanie UV gwaltownie spada wraz
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z dlugoscia fali; aby wywota¢ taka samg reakcje rumieniowa potrzeba okoto 1000 razy
wickszej dawki UVA w porownaniu z UVB. SPF jest definiowany jako energia UV
wymagana do wytworzenia minimalnej dawki rumienia (MED, ang. minimal erythema dose)
na chronionej skorze, podzielona przez energie UV wymagang do wytworzenia MED na

skorze niechronionej (Kullavanijaya i Lim, 2005; Donglikar i Deore, 2016).

Tabela 5. Wyznaczone wspotczynniki SPF.

Ekstrakt/antyoksydant SPF

F. excelsior — liscie (FEL) 7,80 + 0,062
F. excelsior — kora (FEK) 11,30 + 0,052
F. rhynchophylla — kora (FRK) 10,21 + 0,024
O. europaea — liscie (OLE) 4,16 + 0,019
C. robusta — nasiona (GCBE) 11,27 £ 0,026
Kwas askorbinowy (AA) 0,47 £0,011
Kwercetyna (QU) 11,25 + 0,053
Rutyna (RUT) 5,80 + 0,031

10. Dyskusja

Swiatto stoneczne, docierajace do Ziemi, zawiera znacznie wicksza ilo$é
promieniowania UVA niz UVB, przypuszcza si¢, ze wzgledna immunosupresyjna odpowiedz
na UVA jest trzykrotnie wyzsza niz w przypadku UVB. Na podstawie dostepnych danych
wiadomo, ze nadmierna ekspozycja na UVB indukuje wczesniejsza, intensywna odpowiedz
skéry (rumien, oparzenia stoneczne) natomiast gléwne, widoczne skutki promieniowania
UVA pojawiajg si¢ dopiero po latach ekspozycji 1 udowodniono, ze sa one odpowiedzialne za
oznaki fotostarzenia i fotokarcynogeneze¢ (Battie i wsp., 2014, Salminen i wsp., 2022). UVA
generuje uszkodzenia DNA w komorkach skory, posrednio poprzez wzmozong produkcje
ROS, ale takze w sposob  bezposredni, indukujac powstawanie  dimerdow
cyklobutanopirymidynowych (Cadet i wsp., 2009). Uszkodzenia DNA oraz wzrost poziomu
ROS inicjujg kilka kaskad transdukcji sygnatu, w tym szlakow sygnatowych z udziatem kinaz
MAP, AP-1 1 NF«B, co prowadzi do uwalniania cytokin prozapalnych i MMPs. Oksydacyjne
uszkodzenia makroczasteczek oraz struktur komorkowych prowadza do $mierci komorkowej,

glownie na drodze apoptozy, czy tez do senescencji (Parrado i wsp., 2018). Stosowane filtry
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przeciwstoneczne nie zapewniajg skutecznej ochrony przed uszkodzeniami makromolekut
komorek skory, a niektore syntetyczne filtry UV moga powodowacé reakcje alergiczne skory
(Nunes 1 wsp., 2018) albo dziata¢ toksycznie na organizm czlowieka, a po uwolnieniu do
srodowiska na ekosystemy morskie (Chu 1 wsp., 2022, Morocho-Jacome i wsp., 2020). To
wskazuje na potrzebe prowadzenia badan nad identyfikacjg i charakterystyka aktywnosci
biologicznych nowych substancji o dziataniu fotoochronnym celem zapobiegania geno-
i cytotoksycznos$ci promieniowania UVA i jego skutkom w zakresie fotostarzenia i raka skory
(Salminen i wsp., 2022). Innowacyjnym rozwigzaniem w ochronie przeciwstonecznej jest
wprowadzanie obok filtrow przeciwstonecznych, naturalnie wystgpujacych zwigzkow
roslinnych, w tym wiele uwagi poswigcono ekstraktom roslinnym oraz zwigzkom
0 wlasciwosciach przeciwutleniajacych. Fibroblasty sa pierwotnymi komoérkami skory
wlasciwej, odpowiedzialnymi za wytwarzanie skladnikéw macierzy zewnatrzkomodrkowe;j
decydujacych o wiasciwosciach strukturalnych 1 mechanicznych skory. Wiele badan
wskazuje, ze fibroblasty w hodowli majg zdolno$¢ odtwarzania réznych form fotouszkodzen
skory wywotywanych promieniowaniem UVA na poziomie komérkowym (Oliveira i wsp.,
2019), dlatego stanowia dogodny i bardzo czgsto stosowany model komoérek w badaniach
mechanizméw dzialania promieniowania UVA oraz wiasciwosci fotochronnych substancji
ro$linnych.

Zasadniczym celem rozprawy doktorskiej byto zbadanie roli ekstraktow pochodzacych
z naturalnych surowcow roslinnych, z rodziny Oleaceae i Rubiaceae, w odpowiedzi komorek
skory na promieniowanie UVA. Jako przedmiot badan wybrano 5 suchych ekstraktow
(wodno-etanolowych Iub metanolowych), z ktorych dwa — z lisci oliwki europejskiej (Olea
europaea L.) i z nasion nieprazonej kawy (Coffea robusta) — sa popularnymi suplementami
diety. Natomiast pozostate ekstrakty zostaly wyizolowane z surowcow zielarskich, z kory
i lisci jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior) oraz z kory jesionu koreanskiego (Fraxinus
rhynchophylla). Cel pracy zaktadat ocen¢ potencjatu fotoochronnego wobec fibroblastow
ludzkiej skory (Hs68) oraz okreslenie mechanizméw dziatania wytypowanych do badan
ekstraktow w warunkach in vitro. Zatozeniem przeprowadzonych badan byto wykazanie, ze
ekstrakty moga wykazywac¢ wlasciwosci fotoochronne przed promieniowaniem UVA, co
dotychczas nie bylo doktadnie =zbadane. Zrealizowanie celu badawczego mogloby
W przysztosci sta¢ si¢ argumentem do zastosowania analizowanych ekstraktow roslinnych
w produkcji  nowoczesnych, bardziej skutecznych 1  bezpiecznych  preparatow

przeciwstonecznych.
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Suplementy diety zawierajagce w swoim skladzie ekstrakty roslinne stanowig silnie
rozwijajaca si¢ galaz przemyshu spozywczego i farmaceutycznego, jednak ich jako$¢ jest
czgsto kwestionowana ze wzgledu na niewystarczajgce regulacje prawne (Dwyer i wsp.,
2018). Parametry jako$ciowe komercyjnych suplementéw diety z O. europaea i C. robusta,
jak rowniez wyizolowanych ekstraktow z kory i lisci jesionow, zweryfikowano poprzez
oznaczenie ich profilu fitochemicznego. W wyniku przeprowadzonej analizy UHPLC-PDA-
ESI-MS® w ekstrakcie z lisci oliwki, stwierdzono wystepowanie sktadnikéw nalezacych do
trzech grup, irydoidow 1 ich pochodnych, fenyloetanoidow oraz flawonoidow (Suplement,
Tabela 6, Rycina 26), sposrod ktorych za dominujace sktadniki ekstraktu mozna uznaé
oleuropeing i jej izomer oraz 7-glukozyd luteoliny. Oznaczona metoda HPLC-PDA (Tabela 6)
sumaryczna zawarto$¢ tych zwigzkdw wynosita 261.8 mg/g s.m. ekstraktu, z wyrazng
przewaga oleuropeiny (221.9 mg/g) i towarzyszacego jej izomeru (26.0 mg/g). Analiza
UHPLC-PDA-ESI-MS® ekstraktu z nasion ,zielonej” kawy potwierdzila wystepowanie
sktadnikow polifenolowych (Tabela 7, Rycina 27), ktore przyporzadkowano do grup
pochodnych kwasu kawowego, ferulowego oraz p-kumarowego. Sposrod zidentyfikowanych
zwigzkow wyrdzniono dominujgce sktadniki, w tym kwasy 3-, 4-, i 5- kawoilochinowe, kwas
5-feruilochinowy oraz kwasy 3,4-, 3,5- i 4,5-dikawoilochinowe. Jak pokazujg wyniki analizy
HPLC-PDA (Tabela 7), sumaryczna zawarto$¢ dominujacych sktadnikéw ekstraktu siega
warto$ci 461.2 mg/g s.m. ekstraktu, z przewazajacym kwasem chlorogenowym (286.3 mg/g),
ktorego udziat stanowil ponad 60% sumy wszystkich oznaczonych ilosciowo polifenoli.
Analiza profilu fitochemicznego obu komercyjnych ekstraktow, z li§ci oliwki i nasion kawy,
potwierdzita deklarowane przez producentéw zawartosci odpowiednio oleuropeiny (20 %)
i kwasu chlorogenowego (50 %). Przeprowadzona analiza UHPLC-PDA-ESI-MS? ekstraktow
z kory i liSci jesionu wyniostego oraz kory jesionu koreanskiego ujawnita wystgpowanie 61
zwigzkow nalezacych do roznych klas chemicznych, w tym kumaryn, fenyloetanoidow,
flawonoidow, lignanow, irydoidéw oraz pochodnych prostych alkoholi 1 kwasow fenolowych
(Tabela 8, Rycina 28). W przypadku ekstraktu z kory F. excelsior tgczna zawarto$¢ 20
sktadnikéw umozliwiajacych ich oznaczenie iloSciowe wynosita 361,9 mg/g, natomiast
dominujaca frakcja byly kumaryny (168,29 mg/g), a wérdd nich kalikantozyd i jego dwa
izomery. Ekstrakt zawieral rowniez stosunkowo duzg ilo$¢ fenyloetanoidow (82,72 mg/Q)
oraz sekoirydoidow (64,75 mg/g). W ekstrakcie z lisci F. excelsior catkowita zawartos¢
oznaczonych zwigzkow wynosita 120,9 mg/g 1 byt to jedyny ekstrakt, w ktorym
zidentyfikowano flawonoidy (30,97 mg/g), stanowiace, obok fenyloetanoidow (61,87 mg/g),

przewazajaca frakcje. Ponad dwie trzecie frakcji fenyloetanoidow stanowil werbaskozyd,
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natomiast we frakcji flawonoidow dominowata rutyna. Trzecie pod wzgledem zawartos$ci
irydoidy (17,52 mg/g) reprezentowane byty przede wszystkim przez oleuropeing, ligstrozyd
i oleoakteozyd. W ekstrakcie z kory F. rhynchophylla frakcja dominujgca byty kumaryny
(238,95 mg/g), ktore stanowily ponad 85% ogédtu oznaczonych iloSciowo metabolitow
(278,23 mg/g). Gtownymi sktadnikami tej grupy byly eskulina i fraksyna.

Mozliwy cytotoksyczny wplyw ekstraktow z F. excelsior, F. rhynchophylla,
O. europaea oraz C. robusta na zywotno$¢ ludzkich fibroblastow skory Hs68 oceniono za
pomocg testu CCK-8 po 24-godzinnej inkubacji z badanymi ekstraktami w zakresie stezen
(2,5-25 pg/ml). Wyniki przeprowadzonych testow zywotnosci komorek (Ryc. 7) wskazuja na
brak wlasciwosci cytotoksycznych badanych ekstraktow wobec fibroblastow Hs68. Efekt
cytoprotekcyjny, obserwowany jako niewielki wzrost przezywalnosci po naswietlaniu
fibroblastow Hs68 preinkubowanych z ekstraktami ro§linnymi (w poréwnaniu z kontrola
nienas§wietlong) moze by¢ zwigzany z wydtuzeniem czasu przezycia komorek, bez stymulacji
podziatow komoérkowych, albo bardziej prawdopodobnym mechanizmem dziatania badanych
ekstraktow jest ich potencjatl antyoksydacyjny — przezywalnos¢ zwigksza si¢ ze wzgledu na
wiekszg liczebnos¢ komorek.

Nastepnie fibroblasty Hs68 pre-inkubowano z ekstraktami ros§linnymi (2,5-25 pg/ml,
24 h) oraz zwigzkami referencyjnymi (25 pg/ml, 24 h) przed naswietlaniem UVA (8 J/cm?)
I analizowano zywotno$¢ komorek za pomoca testu CCK-8. Wczeséniej eksperymentalnie
ustalono optymalng dawke promieniowania naswietlajac fibroblasty dawkami w zakresie 2-20
Jlem?. Stwierdzono, ze naswietlanie UVA istotnie zmniejszylo zywotno$¢ fibroblastow do
okoto 80% (p<0,05) (Ryc. 8), co spelniato zaktadane kryteria, stad dawka promieniowania
UVA 8 J/lcm? byta nastgpnie zastosowana we wszystkich przeprowadzonych badaniach.
Zaobserwowany wzrost zywotnosci komorek traktowanych ekstraktami (w pordwnaniu
z kontrolnymi) oraz naswietlanych promieniowaniem UVA (Ryc. 8) wyraznie wskazuje, ze
24-godzinna ekspozycja komoérek Hs68 na badane ekstrakty daje znaczacy efekt ochronny
przed promieniowaniem UVA. Poréwnywalny efekt cytotoksycznego dziatania wybranej
dawki promieniowania UVA uzyskano na podstawie jednoczesnego barwienia
aneksyna V sprzezong z FITC i PI, a nastgpnie analizie metoda cytometrii przeplywowej,
ktora potwierdzita zmniejszenie odsetka zywych komorek Hs68 o okoto 20% wzgledem
fibroblastow kontrolnych (Ryc. 12A). Podobnie jak w przypadku wynikéw testu CCKS,
zastosowane ekstrakty utrzymuja zywotnos¢ komoérek na poziomie komorek kontrolnych
(nietraktowanych, nienaswietlanych). Wedlug danych literaturowych fibroblasty potozone

W gbrnej warstwie skory zanikaja w ciggu 48 godzin po ekspozycji na promieniowanie UVA

103



(25 J/cm?) na skutek $mierci w procesie apoptozy. Z drugiej strony, struktura i organizacja
naskorka nie ulegaja znaczacym zmianom, co wskazuje, ze przezywalno$¢ fibroblastow skory
po ekspozycji na promieniowaniec UVA jest mniejsza w porownaniu z keratynocytami
naskorka. Dane te potwierdzaja, ze fibroblasty skory sa bardziej wrazliwe na stres
oksydacyjny wywotany promieniowaniem UVA niz keratynocyty (Battie i wsp., 2014)
I uzasadnia zastosowanie fibroblastow skory cztowieka (Hs68) w badaniach wilasnych.
Podobne badania przeprowadzone przez Sulistiawati i wsp. wykazaly, iz traktowanie
ekstraktem z kawy (Coffea robusta) indukuje wzrost fibroblastoéw nabtonka dzigsta szczuréw
(Rattus norvegius). Autorzy efekt ten przypisuja obecnosci saponin, ktore dziatajg na synteze
czynnikow wzrostu fibroblastow (Sulistiwati i wsp., 2022).

Przeprowadzona analiza potencjalu antyoksydacyjnego wskazuje, ze ekstrakty
z F. excelsior, F. rhynchophylla, O. europaea oraz C. robusta charakteryzuja si¢ mniejszg
catkowita zdolnoscig antyoksydacyjna w odniesieniu do zwigzkéw referencyjnych
(kwercetyny 1 rutyny), przy czym kwercetyna wykazuje najsilniejsze dziatanie
przeciwutleniajace (w trzech wariantach metod, redukcji syntetycznych rodnikow ABTS
i DPPH oraz FRAP, uzyskano najwyzsze wartosci dla kwercetyny) (Tabela 4). Sposrod
wszystkich badanych ekstraktow roslinnych na wyrdznienie zastuguje ekstrakt z nasion
C. robusta, ktory wykazuje najwyzszg zdolno$¢ redukcji jonow zelaza, jak i rodnika DPPH",
obie porownywalne z kwasem askorbinowym. GCBE charakteryzuje si¢ rowniez najwigksza
sposrod badanych ekstraktow, porownywalng z rutyna, zdolno$cia do redukcji jonow Zelaza.
Wysoki potencjat antyoksydacyjny GCBE wynika przede wszystkim z duzej sumarycznej
zawartosci pochodnych kwasu kawowego, ferulowego i p-kumarowego (461.2 mg/g s.m.
ekstraktu), z przewazajacym kwasem chlorogenowym (inaczej 5-O-kawoilochinowym),
ktorego udziat stanowil ponad 60% sumy wszystkich oznaczonych ilosciowo polifenoli.
Wyniki badan innych autorow takze wskazuja na wysoki potencjal antyoksydacyjny GCBE,
ktory wynika z synergistycznego dziatania zawartych w nim zwigzkow fenolowych, przede
wszystkim kwasu chlorogenowego, ferulowego, epikatechin (Saewan i Jimtaisong, 2022).
Wsroéd nich kwas 5-O-kawoilochinowy (5-CQA/CGA), ktory jest jednym z najlepiej
przebadanych estrow kwasu chlorogenowego jest odpowiedzialny w duzej mierze za silne
antyoksydacyjne dziatanie GCBE (Farias-Pereira i wsp., 2018; Nikpayam i wsp., 2018; Bosso
i wsp., 2021). Podobnie badania, w ktorych porownywano potencjat antyoksydacyjny kilku
gatunkow kawy prazonej i nieprazonej, wWykazaly, ze ekstrakt z ziaren ,zielonej” kawy
(C. arabica) najskuteczniej, az 0 89,5%, zmiatat rodnik DPPH (Pratiwi, 2021). Oleuropeina

wykazata rowniez silng aktywno$¢ zmiatania rodnika DPPH z wartoscig 1C50, 40,4 uM,
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efektywniejsza niz kwas askorbinowy (IC50, 50,3 uM) (Oh i wsp., 2003). Oceniono, ze
zdolno$¢ antyoksydacyjna OLE jest wyzsza niz witaminy C i E, czy czystego
hydroksytyrozolu, ktory jest silnym antyoksydantem. (Ozcan i Matthius, 2017; Abaza i wsp.,
2015). Antyoksydacyjne wiasciwosci oleuropeiny i hydroksytyrozyny wynikajg ze zdolnosci
chelatowania metali i zmiatania wolnych rodnikéw. Zwiazki te hamujg tancuch propagacji
podczas procesu utleniania poprzez oddanie wodoru rodnikowego do rodnikow
peroksylowych 1 tworzenie stabilnych pochodnych podczas tych reakcji, zapobiegajg takze
powstawaniu rodnikow hydroksylowych (Nunes i wsp., 2022; Castejon i wsp., 2020).
Katecholowa  struktura eskuletyny wigze si¢ ze zdolnoscia  bezposredniego
wygaszania/zmiatania wolnych rodnikow, na przyktad syntetycznego rodnika DPPH oraz
rodnika hydroksylowego (Kim i wsp., 2008). Takze wedlug innych autoré6w zawarta
w ekstraktach z Fraxinus sp., eskuletyna wykazuje silne dziatanie zmiatajace rodniki DPPH
I anionorodniki ponadtlenkowe, co przyczynia si¢ do efektu fotoprotekcyjnego (Rahman
i wsp., 2021). Dodatkowo kumaryny z fenolowymi grupami hydroksylowymi wykazaty
zdolno$¢ wygaszania ROS ze wzgledu na ich zdolno$¢ wychwytywania niesparowanych
elektrondw. Sekwestracja jonoéw metali jest rOwniez uwazana za modelowy mechanizm
aktywnosci przeciwutleniajacej kumaryn (Thuong i wsp., 2009).

Celem okreslenia zdolno$ci ekstraktow roslinnych do ochrony komoérek Hs68 przed
genotoksycznoscig promieniowania UVA dokonano oceny poziomu uszkodzeh DNA za
pomocy testu kometowego. Roznorodne uszkodzenia DNA, jak SSB i DSB lub miejsca AP
mozna wykry¢ przy zastosowaniu alkalicznej wersji testu kometowego. Uszkodzenia DNA,
glownie DSB, ktore sg uwazane za najbardziej cytotoksyczne uszkodzenia wywotane
promieniowaniem, je$li nie zostang odpowiednio naprawione prowadza do $mierci
komorkowej. Naswietlanie UVA wywotato znaczny wzrost catkowitego poziomu uszkodzen
DNA (Ryc. 9). Jednak preinkubacja fibroblastoéw z ekstraktami skutkowata zaleznym od
stezenia zmniejszeniem zawartosci DNA w ,,ogonie”, przy najwyzszym badanym stezeniu do
poziomu ponizej 5% (p<0.001), podobnie jak dla zwigzkéw referencyjnych, QU i AA.
Promieniowanie UVA powoduje nadmierne wytwarzanie ROS, takich jak tlen singletowy,
anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy. Stres oksydacyjny
(wzrost ROS i zaburzenia enzymatycznego i nieenzymatycznego systemu obrony
antyoksydacyjnej) jest przyczyng uszkodzen genomowego i mitochondrialnego DNA, ale tez
peroksydacji lipidow i utleniania biatek (Montes de Oca i wsp., 2017, Bocheva i wsp., 2022).
Zatem gtéwnym mechanizmem fotoochronnego dziatania zwigzkow roslinnych powinno by¢

zmniejszanie stresu oksydacyjnego. W celu okreslenia zdolno$ci przeciwutleniajacych

105



ekstraktow okreslono ich wplyw na wewnatrzkomoérkowsa produkcje ROS indukowang przez
UVA w komorkach Hs68 za pomocg sondy fluorescencyjnej HoDCF-DA. W naszych
warunkach eksperymentalnych, UVA zwigkszylo produkcje ROS w fibroblastach ponad
4-krotnie (Ryc. 10). Wszystkie badane ekstrakty hamowaty produkcje ROS, chociaz nie
w stopniu jakiego oczekiwano, ekstrakty z lisci F. excelsior, kory F. rhynchophylla
I O. europaea 0 stezeniu 25 pug/ml o okoto 25% w porownaniu z kontrolg naswietlong (bez
ekstraktow) (p<0,05), natomiast nieco silnicjszg aktywno$¢ wykazaty ekstrakty z kory
F. excelsior i z nasion C. robusta (Ryc. 10). Mimo ze analizowane ekstrakty maja mniejszg
zdolnos$¢ antyoksydacyjna oznaczong za pomocg testow bezkomodrkowych, w poréwnaniu
z kwercetyng ((kilkakrotnie (GCBE) lub wiecej (OLE, FRK, FEK, FEL)) (tabela 4) ich
skuteczno$¢ w zmiataniu ROS oraz hamowaniu powstawania uszkodzen DNA w
naswietlanych fibroblastach Hs68 jest poréwnywalna z dziataniem ochronnym tego
antyoksydanta, co moze wynikac¢ z synergistycznego dziatania sktadnikow ekstraktow, albo
tez z mniejszej fotostabilno$ci kwercetyny. Na przyktad, ekstrakt z lisci Olea europaea, miat
silniejsze dziatanie przeciwutleniajace niz sama oleuropeina ze wzgledu na synergizm z
innymi zwigzkami fenolowymi obecnymi w ekstrakcie (Melguizo-Rodriguez i wsp., 2022).
Zgodnie z dostgpng wiedza aktywnosc¢ przeciwutleniajaca OLE w fibroblastach naswietlanych
promieniowaniem UVA zostata zbadana jedynie przez Czerwinska i wsp., (2016), ktorzy
ustalili, stosujac takg samg metod¢ jak w naszym badaniu (DCFH.-DA), ze wodne i
etanolowe ekstrakty z liSci O. europaea nie wykazywaty istotnego hamowania produkcji
ROS. Przyczyng tych rozbiezno$ci mogg by¢ roznice w skladzie ekstraktow, ale tez, co
bardziej prawdopodobne, réznice W stabilnosci ich sktadnikow w obecnosci UV (Czerwinska
i wsp., 2016). Podczas, gdy niskie stezenia ROS w komorkach pelnig istotng role w
odpowiedzi na stres oksydacyjny poprzez aktywacje czynnikdw transkrypcyjnych, regulacje
proliferacji 1 roznicowania komorek, atakze inicjowanie 1 utrzymywanie procesOw
przebudowy i regeneracji, wzrost stezenia ROS jest cytotoksyczny i indukuje apoptoze (Chen
I wsp., 2019b). Zarowno w keratynocytach linii HaCaT, jak i w fibroblastach linii HPF
obserwowano wyrazne zachwianie rownowagi redoks natychmiast po na$wietlaniu, przy
uzyciu dawek promieniowania UVA 10 i 50 J/cm? jednoczesnie Wykazano wyzsza
aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych w komorkach fibroblastow w porownaniu z
keratynocytami (Souza i wsp., 2020). Analiza uzyskanych w badaniach wiasnych wynikow
wskazuje, ze skutecznos$¢ fotoochronnej aktywnosci ekstraktow (w zakresie redukcji poziomu
ROS iuszkodzen DNA, ale takze innych badanych parametréw) jest poréwnywalna

pomigdzy nimi. Mimo Ze poszczegolne ekstrakty charakteryzowaly sie roznym sktadem, a
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przede wszystkim obecnos$cig roéznych klas zwigzkow, ktore byly w nich dominujace,
przedstawiciele gtownych grup dominujacych (oleuropeina i luteolina, kwas chlorogenowy,
kumaryny) posiadajg grupy hydroksylowe w pozycji orto., co przynajmniej cz¢$ciowo moze
wyjasnia¢ brak istotnych statystycznie roéznic w aktywno$ci fotoochronnej analizowanych
ekstraktow. Zwiazki aktywne, jak kwas kawowy i chlorogenowy zawarte w ekstrakcie C.
robusta (Sulistiwati i wsp., 2022), oleuropeina zawarte w ekstrakcie z Olea europaea (Qabaha
i wsp., 2017) oraz kumaryny z fenolowymi grupami hydroksylowymi w ekstraktach
pochodzacych z Fraxinus sp., (Thuong i wsp., 2009), dzialaja jako przeciwutleniacze,
neutralizujagc ROS, chronig komorki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (Castejon i wsp.,
2020; Sulistiwati i wsp., 2022). Jako zwiagzki zawierajace grupy hydroksylowe majg zdolnosé
tworzenia wigzan z wolnymi rodnikami, dzigki czemu hamujg ciag reakcji rodnikowych
wywotanych przez ROS. Skuteczno$¢ dziatania polifenoli jest skorelowana zaréwno z liczba
jak iz potozeniem grup -OH, przy czym najbardziej aktywne sg zwiazki, w ktorych grupy -
OH wystepujag w pozycjo orto badz para (Rice-Evans i wsp., 1996, Finotti i Di Majo, 2003).
W podobnych badaniach, oleuropeina przeciwdziatata generowaniu ROS w komorkach
srodbtonka, co wykazano w badaniach nad kontrolowaniem stresu oksydacyjnego po
ekspozycji na H202 gdzie oleuropeina wykazywata aktywno$¢ wychwytywania rodnikow
metodami z uzyciem sondy fluorescencyjnej (H2DCFDA) (Castejon i wsp., 2020). Badania
przeprowadzone przez Nunes i wsp., W ktorych komorki HaCaT traktowano ekstraktami
wyizolowanymi z Kilku produktow ubocznych przemystu oliwy z oliwek, a nastgpnie
poddawano dziataniu H2O2 lub promieniowaniu UVB wykazaty, ze ekstrakty te wykazuja
silne dziatanie antyoksydacyjne (Nunes i wsp., 2021). W obu warunkach stresu
oksydacyjnego ekstrakty z oliwki redukowaty produkcj¢ ROS o ponad 80%. Nalezy jednak
znéw uwzglednic, ze zawartos¢ zwigzkow fenolowych i hydroksytyrozolu nie jest taka sama
stad réznice w wynikach otrzymywanych przez rdzne grupy badawcze (Nunes i wsp., 2021).
Warto podkresli¢, ze silne hamowanie tworzenia uszkodzen DNA przez wszystkie ekstrakty,
jak 1 zwiazki referencyjne (Ryc. 9), wynikajace bezposrednio z ich zdolnosci do zmiatania
i/lub neutralizowania ROS, moga takze zaleze¢ od ich oddziatywania na procesy naprawy
DNA. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia, ze niektore polifenole chronig enzymy
naprawy DNA przed utlenianiem, co zwigksza skuteczno$¢ mechanizméw naprawy DNA
(Saewan i Jimtaisong, 2015).

Nadmierna produkcja ROS aktywuje w fibroblastach rézne mechanizmy obronne
kontrolujace status redoks w celu ochrony przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Naleza do

nich mate czasteczki wychwytujace wolne rodniki, tj. witaminy A, C, E, tiole i enzymy
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przeciwutleniajace. Tioredoksyna jest biatkiem zlokalizowanym gléwnie w cytoplazmie,
ktoére w odpowiedzi na stres oksydacyjny szybko przemieszcza si¢ do jadra komoérkowego.
Ponadto w ludzkiej skorze wykazano obecno$¢ kilku reduktaz tioredoksyny, ktére nalezg do
rodziny biatek homodimerycznych, gdzie kazdy monomer zawiera grupg prostetyczng FAD
I miejsce wigzania NADPH. TrxR redukuje nadtlenek wodoru, nadtlenki lipidow i chinony.
A takze TrxR jest jednym z wielu celow transkrypcyjnych genu supresorowego guza pS3
(Schallreuter i Wood, 2001). Badania wtasne wykazaly, ze promieniowanie UVA istotnie
zmniejsza ekspresje TrxR1 (cytozolowej formy TrxR), natomiast ekspresja tego biatka
w fibroblastach pre-inkubowanych z ekstraktami z F. excelsior, F. rhynchophylla,
O. europaea oraz C. robusta, jak réwniez z QU, a nastepnie naswietlanych istotnie wzrastata
osiggajac poziom taki jak w komorkach kontrolnych nienaswietlanych (Ryc. 11), co sugeruje
istotng rolg tego enzymu w dziataniu fotoochronnym ekstraktow roslinnych (podobnie jak
QU). To odkrycie jest zgodne z ostatnimi badaniami przeprowadzonymi przez Huanga i wsp.,
ktérzy wykazali znacznie zmniejszong aktywno$¢ Trx 1 TrxR w ludzkich keratynocytach po
naswietlaniu UVB (Huang i wsp., 2020), a ponadto, ze ekstrakt z bambusa, Acidososa
longiligula, hamowat apoptoz¢ indukowang promieniowaniem UVB i wytwarzanie ROS
poprzez regulacje aktywnosci Trx1. Juz wezesniejsze badania sugerowaty, ze uktad Trx/TrxR
jest jednym =z pierwszych mechanizméw obronnych skory przed produkcja ROS
w odpowiedzi na promieniowanie UV (Schallreuter i Wood, 2001). Badania in vitro wskazuja
na potencjalng rol¢ hydroksytyrozolu i oleuropeiny w ochronie komorek przed stresem
oksydacyjnym, przy czym hydroksytyrozol wykazuje silng zdolno$¢ wychwytywania
wolnych rodnikow 1 zdolno$¢ do zwiekszania poziomu enzyméw antyoksydacyjnych, w tym
reduktazy tioredoksyny (Alkhatib i wsp., 2018). Wyniki badan Ji i wsp., wskazuja, iz dawka
paracetamolu (300 mg/kg) zmniejsza ekspresj¢ TrxR, podczas gdy kwas chlorogenowy
(40 mg/kg) zwieksza ekspresje TrxR (Ji i wsp., 2013). Kwas chlorogenowy odwracat
indukowany przez paracetamol spadek ekspresji mRNA 1 biatka Trx, a takze zwigkszyl
ekspresj¢ mRNA 1 biatka TrxR1.

Apoptoza jest najlepiej scharakteryzowang formg programowanej $mierci komorki ze
wzgledu na jej znaczenie w rozwoju, homeostazie i patogenezie wielu chordb, w tym
fotostarzenia 1 nowotworow skory. Komoérki reaguja na okreslone sygnaty apoptotyczne,
inicjujagc procesy wewngtrzkomorkowe, ktore skutkujg serig zmian morfologicznych
I biochemicznych, takich jak kurczenie si¢ komorek, wutrata potencjalu btony
mitochondrialnej, kondensacja chromatyny i fragmentacja DNA. Jednym z wczesnych

zdarzen apoptotycznych jest eksternalizacja fosfatydyloseryny (PS) na zewnetrznej stronie
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blony plazmatycznej. Aneksyna V, zalezne od Ca®" biatko wiazace fosfolipidy o wysokim
powinowactwie do PS, wigze si¢ z eksponowang apoptotyczng powierzchnig PS komorki.
Dlatego aneksyna V skoniugowana z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) stuzy jako czuta
sonda do analizy metoda cytometrii przeptywowej zachodzacych w komorkach apoptozy.
W przeprowadzonym  badaniu  okreslono  odsetek  fibroblastow  apoptotycznych,
charakteryzujacych si¢ eksternalizacja PS 1 wykazano, ze preinkubacja z ekstraktami
ros$linnymi w znacznym stopniu (0 ponad 50% w poréwnaniu z komérkami nietraktowanymi
ekstraktami) zapobiegata apoptotycznej $mierci fibroblastow Hs68 (Ryc. 13). W dalszym
etapie zbadano udzial kaspazy-3, -8 i -9 w hamowaniu przebiegu apoptozy indukowanej UVA
w komorkach Hs68. Kaspazy to proteazy cysteinowe o podobnych sekwencjach
aminokwasowych i ll-rzgdowych strukturach biatkowych. Kaspazy moga blokowaé cykl
komorkowy, znakowa¢ komorki apoptotyczne, rozktada¢ biatka strukturalne cytoszkieletu
I dezaktywowac¢ biatka biorace udzial w naprawie DNA, prowadzac do apoptozy (Chen
I wsp., 2020). Aktywacja kaspaz, w tym kapsazy-9/-8/-3 ma kluczowe znaczenie dla indukcji
apoptozy w naswietlanych fibroblastach skéry (Hwang i wsp., 2019). Zgodnie z tym
doniesieniem, nasze wyniki wykazaly okoto 4-krotny wzrost aktywnej kaspazy-8 i -3 i prawie
6-krotny wzrost aktywnej kaspazy-9 w fibroblastach naswietlanych dawka 8 J/cm?. Wyniki te
sugeruja, ze zarOwno wewnetrzne, jak 1 zewnetrzne szlaki apoptozy wydaja si¢ by¢
aktywowane po stymulacji UVA. Ponadto wyniki pokazuja, ze w fibroblastach wstepnie
inkubowanych z ekstraktami, aktywno$¢ wszystkich trzech kaspaz byla znaczaco
zahamowana, przy czym hamujacy wpltyw byl zalezny od stezenia. Co ciekawe, przy
zastosowanym wysokim stezeniu ekstraktu z O. europaea (25 pg/ml) aktywnos¢ kaspazy-9,
W przeciwienstwie do kaspazy -8, ktora byta stabiej hamowana, zostala obnizona az o 80%
(p<0,001) i porownywalnie dziataty pozostate ekstrakty (Ryc. 14), a aktywnos¢ kaspazy-3
zostala zahamowana o ponad 60% (p<0,001) w przypadku ekstraktu z F. rhynchophylla,
O. europaea i C. robusta. Referencyjne przeciwutleniacze, kwercetyna i kwas askorbinowy,
wykazywaty porownywalne efekty. Na podstawie uzyskanych wynikow mozliwe jest
stwierdzenie, iz badane ekstrakty ro$linne posiadaja wlasciwosci antyapoptotyczne,
ograniczajac proces apoptozy na obu szlakach z tym, ze bardziej skutecznie na szlaku
wewnatrzpochodnym (mitochondrialnym). Wczesniej Salucci iwsp. wykazali aktywacje
wewnetrznych 1 zewnetrznych szlakow apoptozy w ludzkich keratynocytach naswietlanych
UVB oraz ich obnizenie, gdy komorki byly preinkubowane z przeciwutleniaczami (tj.
hydroksytyrozol) (Salucci i wsp., 2014) Wewng¢trzny apoptotyczny szlak sygnatowy moze

by¢ indukowany przez nadmierng produkcj¢ ROS 1 jest odpowiedzialny za otwieranie porow
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w blonie mitochondrialnej, co prowadzi do uwolnienia cytochromu c (Elmore, 2007).
Zmniejszenie lub utrata potencjatu btony mitochondrialnej jest wczesnym etapem apoptozy,
a uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriow do cytozolu dodatkowo przyczynia si¢ do
indukcji apoptozy poprzez aktywacje kaspaz, rozszczepiajacych biatka krytyczne dla
przezycia i wzrostu komoérek (Hwang i wsp., 2019). Wsrod nich kaspaza-3 jest kaspaza
wykonawcza, a jej aktywacja uwazana jest za jedna z biochemicznych cech
charakterystycznych apoptozy. W poréwnaniu z kontrola, dziatanie UV znacznie zwigkszyto
aktywnos$¢ kaspazy-3 w komorkach linii HDF (Hwang i wsp., 2019). Cytochrom ¢ wraz
z cytoplazmatycznym APAF-1 uczestniczy w aktywacji kaspazy-9. Na podstawie wynikow
badan wlasnych stwierdzono, ze aktywnos$¢ kaspazy-9 jest najbardziej hamowana, co jest
uzasadnione, gdyz ekstrakty moga zmniejszaé szybko$¢ apoptozy fibroblastow poprzez
zmniejszanie poziomu uszkodzen DNA i hamowanie wytwarzania ROS, dwoch glownych
czynnikow odpowiedzialnych za indukcje apoptozy. W badaniach innych autoréw ekstrakt
fenolowy zoliwy z oliwek wyraznie hamowal aktywnos$¢ kaspazy-9, indukowanej pod
wplywem warunkow stresowych (traktowanie H2Oz). Zatem zwigzki fenolowe sg zdolne do
zapobiegania uszkodzeniom DNA — dziatanie ochronne wynika gtownie z antyoksydacyjne;j
aktywnosci zwigzkow fenolowych (Erol-Dayi i wsp., 2012). Komdrki PC-12 wstepnie
potraktowane kwasem kawoilochinowym (CQA, 10 mM) wykazywaty znaczng supresje
(okoto 50%) indukowanej przez H20, aktywacji kaspazy-9, w poréwnaniu z komorkami
kontrolnymi (traktowanymi H20.). CQA moze hamowaé aktywacj¢ kaspazy-9 poprzez
ochron¢ integralno$ci  blony  mitochondrialnej, chronigc  przed  uwalnianiem
cytochromu c z przestrzeni migdzybtonowej mitochondriow (Park, 2013).

Komorki starzejace si¢ wykazuja powigkszony 1 splaszczony ksztalt oraz
podwyzszong aktywnos¢ B-galaktozydazy (SA-B-gal) zwigzanej ze starzeniem, ktora jest
glownym markerem stosowanym do identyfikacji starzejacych si¢ komorek w hodowlach
| tkankach. Poniewaz w starzejacych si¢ komoérkach dochodzi do zatrzymania wzrostu,
regulatory cyklu komorkowego, takie jak pl6INK4a, p21CIP1 i p53, sa tez powszechnie
stosowane do wykrywania starzejacych si¢ komoérek (Wang i Dreesen, 2018). Komorki skory
(fibroblasty, keratynocyty) eksponowane na promieniowanie UVB, wykazuja wzrost poziomu
uszkodzen DNA, zatrzymanie cyklu komoérkowego i ekspresje biomarkerow starzenia, takich
jak zwigkszona aktywno$¢ SA-B-gal, aktywacja pl6INK4a, p21CIP1, p53 1 obnizenie
poziomu lamin B1. In vivo przewlekta ekspozycja na niskie dawki UVB spowodowata
nagromadzenie uszkodzen DNA i starzejacych sie komorek w naskorku myszy, ale nie

w skorze wilasciwej, zmniejszenie liczby komorek macierzystych w mieszkach wlosowych
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I akumulacje p21CIP1 w naskorku i regionie komorek macierzystych mieszkow wlosowych
(Wang i Dreesen, 2018). Poziom B-galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem wzrasta wraz
Z liczbg podziatow komoérkowych, co wykorzystuje si¢ do oceny starzenia komoérkowego.
Zaobserwowany ponad 4-krotny wzrost aktywno$ci B-galaktozydazy (Ryc. 15) sugeruje, ze
komorki Hs68 wchodza w proces fotostarzenia pod wpltywem naswietlania UVA.
Efektywnym dziataniem fotoochronnym charakteryzowaly si¢ poddane analizie oba ekstrakty
z kory jesiondéw, ale przede wszystkim ekstrakt z C. robusta w przypadku, ktorego
odnotowano obnizenie odsetka komorek SA-B-gal-pozytywnych do ok. 15%, w poréwnaniu
z kontrola (UVA). Badania przeprowadzone w ostatniej dekadzie wykazaty, ze starzenie si¢
moze radykalnie zmieni¢ funkcje komorki. Na przyktad starzejace si¢ komorki moduluja
swoje $rodowisko poprzez wydzielanie zapalnych cytokin, chemokin, MMPS i czynnikow
wzrostu, zbiorczo okreslanych jako fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem (SASP).
Badania przeprowadzone ostatnio przez Jia i wsp., wykazaty, ze dawka promieniowania UVA
10 J/cm? prowadzi do 11-krotnego zwickszenia populacji starzejacych si¢ fibroblastow
w odniesieniu do grupy kontrolnej (Jia i wsp., 2023). Poréwnujac z badaniami wlasnymi,
roznice w krotnosci wzrostu populacji starzejacych si¢ fibroblastéw pod wptywem podobne;j
dawki promieniowania UVA moga zaleze¢ od stadium zyciowego i metabolicznego komorek
stosowanych w obu badaniach, jak i réznic w warunkach doswiadczalnych. W badaniach
cytowanych autorow naswietlanie UVA silnie indukowato wzrost odsetka komorek
SA-B-gal-pozytywnych (23,07%), podczas gdy galusan epigallokatechiny (EGCG) redukowat
prawie 2-krotnie odsetek starzejacych sie fibroblastow (Jia 1 wsp., 2023). We wczesniejszych
badaniach takze wykazano, podobng metodg poprzez pomiar aktywno$ci SA-B-gal, ochronng
role  hydroksytyrozolu w  procesie starzenia fibroblastow skory  wywotanego
promieniowaniem UVA (Jeon i Choi,2018).

Widocznym skutkiem nadmiernej (najczesciej wieloletniej) ekspozycji skory na
promieniowanie UVA jest elastoza, definiowana jako zaburzenia struktury i funkcji elastyny,
ktéora moze by¢ konsekwencja uposledzonej produkcji widkien elastyny 1 fibryliny,
zwigkszonej degradacji elastyny przez MMPs wydzielane przez naswietlane/starzejace si¢
komorki lub bezposrednia konsekwencja ekspozycji na promieniowanie UV (Wang 1 Dreesen,
2018). Badania przeprowadzone w ciggu ostatnich kilku lat wykazaty, ze promieniowanie UV
powoduje wzrost poziomu, co najmniej trzech roznych typoéw MMPs w ludzkiej skorze, tj.
MMP-1, MMP-3 i MMP-9) (Pittayapruek i wsp., 2016). Ekspresja tych trzech MMPs jest
regulowana przez czynnik transkrypcyjny AP-1, ktéry ulega aktywacji pod wplywem
promieniowania UV. MMPs odgrywaja kluczowa role w degradacji ECM, przy czym
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MMP-1, MMP-3 i MMP-9 rozktadaja wigkszos¢ sktadnikow ECM w skorze wiasciwej,
powodujac utratg elastycznosci skory. MMP-1 jest gtowna przyczyng fotostarzenia, poniewaz
enzym ten rozklada kolagen typu I syntetyzowany przez fibroblasty (Mao i wsp., 2015).
Wykazano, ze eksponowane na dziatanie UVA fibroblasty HsS68 wykazuja znaczacy wzrost
poziomu ekspresji wszystkich trzech analizowanych metaloproteinaz, przy czym najwigkszy
wzrost ekspresji (2,3-krotny) wykazano dla MMP-9 (Ryc. 16). Ogolnie uzyskane wyniki sg
zgodne z danymi literaturowymi, gdzie po naswietlaniu komoérek linii  Hs68
promieniowaniem UVA o mniejszej dawce niz w badaniach wiasnych (5 J/cm?) znaczaco
wzréost poziom MMP-1 do 223%, MMP-3 do 115% oraz MMP-9 do 185% (Lin i wsp., 2022).
Niewielkie réznice pomiedzy badaniami (m.in. najwickszy wzrost MMP-1 w badaniach Lin
i wsp.) prawdopodobnie wynikajg z zastosowania innych metod oznaczania poziomu MMPs,
cytowani autorzy okreslali ekspresj¢ enzymow potilosciowa metoda Western blottingu.
Traktowanie fibroblastow ekstraktami roslinnymi, z C. robusta oraz kory F. excelsior
I F. rhynchophylla, znaczaco obnizylo produkcje¢ analizowanych metaloproteinaz
w fibroblastach Hs68 poddanych dziataniu promieniowania UVA (Ryc. 16). Poszczegdlne
ekstrakty dziataly z podobng skuteczno$cig, poréwnywalng z kwercetyna, przy czym
najsilniejsze hamowanie zaobserwowano w przypadku ekspresji MMP-1. Zdolno$ci hamujace
ekspresjc MMPs przez ekstrakty z kory jesiondw nalezy przypisa¢ przede wszystkim
obecnosci  kumaryn, ktore w ekstrakcie z kory F. rhynchophylla byly sktadnikiem
dominujacym (238,95 mg/g), gdzie stanowity ponad 85% ogotu oznaczonych ilosciowo
metabolitow (Tabela 8). W badaniach Garg i wsp. stwierdzono, ze wstgpne traktowanie
aktywowanych H>O2 komorek HaCaT eskuletyna, w stezeniu 5 pg/ml, hamowato ekspresje
MMP-1 (Garg i wsp., 2020). Badania przeprowadzone przez Chiang i wsp., w ktorych
oceniano potencjal ekstraktow z lisci kawy (Coffea arabica) i jej hydrolizatow na hamowanie
ekspresji MMPs i elastazy w indukowanych promieniowaniem UVB w fibroblastach ludzkich
(Chiang i wsp., 2011) wykazaly zdolno§¢ do redukcji MMP-1, MMP-3 oraz MMP-9,
podobnie jak w badaniach witasnych. Co ciekawe, ekstrakty z liSci kawy byly w stanie
przywroci¢ poziom prokolagenu typu I (prekursor kolagenu) az w 60% w poréwnaniu
z kontrolg UV. Podobne wtasciwosci w warunkach in vitro obserwowano rowniez przy
uzyciu ekstraktow z ziaren kawy i z fusow z kawy (Carvalho Neto i wsp., 2021). Te
spostrzezenia potwierdzaja, ze ekstrakty charakteryzujace si¢ duzg zawartoScig kwasow
chlorogenowych (w przypadku ekstraktu z C. robusta az ponad 60%) skutecznie chronig
przed promieniowaniem UV. Regulacja ekspresji MMPs indukowanych promieniowaniem

UV 1 jej poprzedzajacych szlakow jest wazna w przeciwdziataniu fotostarzeniu skéry (Noh,
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2022). W zwigzku z tym kontrolowana ekspresja MMPs i produkcji kolagenu moze stuzy¢
zapobieganiu fotostarzeniu. Udokumentowane to zostato poprzez badania Karadeniz i wsp.,
ktorzy wykazali, ze hamowanie czynnika transkrypcyjnego AP-1, hamuje wytwarzanie
MMP-1 indukowane przez UVA (Karadeniz, 2020).

Kolejny etap badan, ktorych celem byto okreslenie udziatu ekstraktow roslinnych
w modulacji szlakow sygnalowych uczestniczacych w odpowiedzi na promieniowanie UVA,
przeprowadzono na wytypowanych trzech ekstraktach, z nasion kawy i z kory obu gatunkow
jesionow. Naswietlanie fibroblastow prowadzi do fosforylacji i aktywacji transkrypcyjnych
czynnikow pro- i antyapoptotycznych, w tym p53 (Ivanov i Ronai, 2000). Jednoczes$nie
wzrost poziomu ROS generuje uszkodzenia oksydacyjne zasad DNA, m.in. wytworzenie
8-oksoGua, ktora promuje ekspresje biatka p53, zwigkszajac tym samym ekspresj¢ bialtek p21
i p16, co powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego (Jiang i wsp., 2020; Lee i wsp., 2022).
Biatko p53 bierze udzial w procesach komérkowych, takich jak apoptoza, martwica, starzenie
i autofagia, a takze jest glownym eclementem szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA.
W naszym modelu naswietlaniu fibroblastow Hs68 promieniowaniem UVA towarzyszyt
znaczny wzrost ekspresji p53 (4-krotnie zwigkszony poziom ekspresji biatka p53) (Ryc. 17).
Natomiast badane ekstrakty znaczaco hamuja ekspresje biatka pS53, aktywowanego pod
wptywem UVA. Wyniki te wskazuja na potencjat badanych ekstraktow do ochrony przed
stresem oksydacyjnym oraz genotoksycznym. We wczesniejszych badaniach innych autoréw
zdolno$¢ hamowania ekspresji p53 w sposob zalezny od stezenia wykazywat hydroksytyrozol
(HT) (Carrara i wsp., 2021), takze Utami i wsp., wykazali hamowanie ekspresji p53 przez HT
w komorkach HaCaT, co moze wynikaé z tego, ze zwigzek ten zmniejszat ilo$¢ uszkodzen
DNA generowanych przez promieniowanie UV Utami i wsp., 2020).

NFkB jest kompleksem biatkowym, ktory moze by¢ aktywowany przez rozne
stymulatory, takie jak ROS i promieniowanie UV. Aktywowane podjednostki NFxB sa
przemieszczane do jadra 1 indukujg ekspresje cytokin prozapalnych. Ponadto aktywacja NFkB
moze indukowa¢ ekspresje MMPs (Ding i wsp., 2020). W kolejnym etapie zbadalismy wplyw
ekstraktow na ekspresj¢ NFkB w komorkach Hs68 indukowanych UVA. Zaobserwowalismy,
ze traktowanie badanymi ekstraktami z kory F. excelsior i F. rhynchophylla oraz C. robusta
W najwyzszym badanym st¢zeniu znaczgco hamowalo indukowang pod wpltywem UVA
aktywacje NFxB. Wyniki te wskazuja, ze badane ekstrakty hamujg ekspresje NF«B,
powodujac tym samym obnizenie poziomu cytokin prozapalnych i ekspresj¢ MMPs. Wyniki
sugeruja, ze mechanizm za pomocg, ktérego badane zwigzki hamujg fotostarzenie

indukowane UVA w fibroblastach skory linii Hs68, moze by¢ zwigzany z regulacja szlakow
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NF«kB, AP-1 oraz p38. Ekstrakty roslinne moduluja szlak zapalny poprzez hamowanie
fosforylacji NFkB i zapobieganie jego translokacji do jadra, co jest niezbedne do transkrypcji
mediator6w prozapalnych odpowiedzialnych za procesy zapalne. Dotychczasowe dane
pokazuja, ze podczas stanu zapalnego czynnik jadrowy xB (NF«xB), inicjuje transkrypcje
genéw wielu cytokin zapalnych. Wykazano, ze HT hamuje ekspresjc NF«kB i p53
w komorkach HaCat. HT wplywajac na regulatory NFxB (w tym IkBa oraz IKKf), hamujac
ich aktywno$¢ indukowang przez TNFa. To z kolei skutkuje wytaczeniem szlaku
sygnatowego NFkB i ograniczenie produkcji cytokin prozapalnych (Utami i wsp., 2020).
Podobnie Melguizo-Rodriguez i wsp. wykazali zmniejszony poziom jadrowego NFkB pod
wplywem HT i oleuropeiny w naswietlonych fibroblastach (linia NHDF), podkreslajac w ten
sposob zdolno$¢ modulowania procesu zapalnego zwigzanego ze starzeniem (Melguizo-
Rodriguez 1 wsp., 2022). Rozne stresory, w tym promieniowanie UV, moga aktywowaé
odpowiedz na uszkodzenie DNA, ktéra moze inicjowaé zatrzymanie cyklu komodrkowego
poprzez szlak p53/p21, obejmujacy kaskade p38/MAPK i szlak NFkB (Ansary i wsp., 2021).
Wyniki przeprowadzonych badaf koreluja z danymi literaturowymi, wskazujac na istotny
wzrost poziomu NFkB pod wplywem dziatania promieniowania UV. Natomiast gtownie
dzialanie antyoksydacyjne badanych ekstraktow roslinnych/gléwnych zwigzkow wplywa na
zdolnos$¢ ochrony komorek poprzez modulowanie szlaku zapalnego zwigzanego z czynnikiem
NF«B.

Transbtonowe biatko Klotho, znane réwniez jako hormon przeciwstarzeniowy, chroni
przed roznego rodzaju stresorami (Ansary 1 wsp., 2021). Zmniejszona produkcja tego biatka
obserwowana jest podczas procesu starzenia si¢. Polimorfizmy pojedynczych nukleotydow
w ludzkim genie Klotho sg zwigzane ze zmieniong dlugo$cia zycia, jednak molekularne
podstawy tego procesu nie zostaty jeszcze dokladnie okreslone (de Oliveira, 2006). Klotho
jest biatkiem transblonowym, a jego funkcja jest prawdopodobnie zalezna od szlaku
sygnatowego TLR4/NFkB. Dodatkowo Klotho moze zapobiega¢ translokacji NF«B,
prowadzac do hamowania szlaku prozapalnego NFkB (Bocheva i wsp., 2022; Ansary i wsp.,
2021). Celem oceny poziomu biatka o dziataniu przeciwstarzeniowym, okreslono wptyw
promieniowania UVA oraz ekstraktow roslinnych na fibroblasty Hs68 pod katem ekspresji
biatka Klotho. Przeprowadzone badania wskazuja, ze preinkubacja komorek Hs68
Z badanymi ekstraktami wptywa na zwigkszong ekspresjg biatka Klotho, zapobiegajac
przedwczesnemu starzeniu si¢ komorek skory (Ryc. 19), wzrost ekspresji biatka Klotho
wskazuje na dziatanie fotoochronne ekstraktow. Promieniowanie UV powoduje spadek

ekspresji mRNA 1 biatka Klotho wraz ze zwigkszong ekspresja cytokin prozapalnych (IL1J3
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i IL-6, TNFa) w komodkach HaCaT. Co wigcej nadekspresja Klotho w ludzkich
keratynocytach zmniejszyta wywotane promieniowaniem UV uszkodzenia komorek i stan
zapalny wywotany ROS (Ansary i wsp., 2021). Klotho skutecznie chroni komorki HaCaT
przed uszkodzeniami powodowanymi przez promieniowanie UVB, m.in., przez hamowanie
apoptozy. Badania mechanizmu molekularnego wykazato, Zze nadekspresja Klotho
zmniejszala aktywnos$¢ kaspazy-3. W ochronie komoérek przed UVB przez nadekspresje
Klotho najprawdopodobniej posredniczy hamowanie aktywnosci NF-kB. Zatem Klotho jest
zwigzane z aktywacja NF-kB w roéznych typach komorek, gdzie odgrywa wazng role
w hamowaniu NFkB (Zhang i wsp.,2018).

Wywotany przez promieniowanie UVA wzrost ekspresji MMP-1 jest regulowany
w gléwnej mierze przez aktywacje AP-1 i NFkB, ktore to podlegaja regulacji przez MAPK,
przy czym ta pierwsza jest wynikiem odpowiedzi zapalnej skory wywotanej
promieniowaniem UV. Z drugiej strony, aktywnos¢ transkrypcyjna AP-1 jest regulowana za
posrednictwem p38, ERK i INK, przez fosforylacj¢ c-Fos i c-Jun, ktore tworza kompleks
z AP-1. Dlatego kaskada sygnalizacyjna MAPK odgrywa kluczowa role w ekspresji MMP
indukowanej UVA (Oh 1 wsp., 2020). Przeprowadzone badania wykazatly, ze promieniowanie
UVA powoduje 2-krotny wzrost ekspresji AP-1 w poréwnaniu do komorek kontrolnych, przy
czym zastosowane ekstrakty roslinne istotnie obnizaja poziom biatka AP-1 (Ryc. 20).
Zmniejszony poziom czynnikéw stresowych nie kieruje komodrek na szlaki apoptozy, co
wplywa na przezywalno$¢ komorkowa. Sugerowac to moze, iz ekstrakty obnizaja poziomy
jadrowowych, aktywowanych c-Fos i c-Jun, jako mechanizm hamowania indukowanych
przez UVA aktywnosci transkrypcyjnych prowadzacych do produkcji MMPs. Zdolnos¢ taka
wykazuje, m.in. eskulina, co zostalo potwierdzone przez Choi 1 wsp., ktoérzy wykazali, ze
eskulina obniza aktywno$¢ AP-1 poprzez hamowanie tworzenia kompleksu heterodimeru
c-Fos i c-Jun, w stymulowanych LPS komorkach RAW264.7 (Choi i wsp., 2012). Ponadto
eskuletyna hamowata indukowang przez H2O. aktywacj¢ AP-1 (Zhen i wsp., 2019). Podobnie
zostalo wykazane wobec ekstraktu z C. arabica, w fibroblastach traktowanych
promieniowaniem UVB, ktory posiadal zdolno$¢ hamowania AP-1, na skutek hamowania
c-Fos i c-Jun (Chiang i wsp., 2011). Traktowanie komorek JB6 przed naswietleniem kwasem
chlorogenowym hamowato aktywacje AP-1 i NFxB, wywotang UVB. Dodatkowo kwas
chlorogenowy posiada zdolno$¢ ograniczania fosforylacji JNK, p38 1 ERK indukowanych
promieniowaniem UV (Chiang i wsp., 2015). Zatem hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej
NFkB i AP-1 uwaza si¢ za kluczowa strategi¢ zapobiegania zapaleniu i fotostarzeniu

zwigzanemu z promieniowaniem UVA (Balupillai, 2020). Podsumowujac ten etap badan
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wykazano, iz ekstrakty roslinne zwickszaja przezywalno$¢ komérek Hs68 po naswietlaniu
ograniczajac proces apoptozy poprzez hamowanie ekspresji biatka p53 i AP-1 oraz czynnika
transkrypcyjnego NFkB, a takze poprzez aktywacje biatka Klotho, odpowiadajgcego za
spowolnienie procesow fotostarzenia.

Promieniowanie UV inicjuje stan zapalny poprzez uwalnianie z warstwy rogowej
naskorka cytokin prozapalnych, takich jak IL-1, a takze stymulacje Syntezy i uwalniania
TNFa z keratynocytow. Te dwie podstawowe cytokiny moga z kolei indukowaé synteze
innych cytokin prozapalnych w odpowiedzi na promieniowanie UV (Auh i Madhavan, 2021).
Cytokiny prozapalne, takie jak TNFa, IL1B i1 IL-6, odgrywaja wazng role w odpowiedzi
zapalnej, a takze indukuja ekspresjc MMP-1. Poziomy ekspresji TNFa, IL1J i IL-6, byly
znaczaco zwigkszone w komorkach HDF poddanych dziataniu UVA (Ding 1 wsp, 2020;
Leyva-Lope i wsp., 2016). Do tego etapu badan wykorzystano PBMCs, a celem byta analiza
wlasciwosci przeciwzapalnych ekstraktow roslinnych poprzez okreslenie ich wpltywu na
poziomy wydzielania TNF-a i IL-2. IL-2 nie jest zaliczana do cytokin prozapalnych,
uczestniczacych w inicjacji reakcji zapalnej, ale jest cytoking istotng w odpowiedzi
immunologicznej |1 najwazniejszg cytoking limfocytow T pobudzajaca ich wzrost.
W pierwszym etapie uzyto konkanawaliny A (Con A) do stymulacji PBMCs. Con A jest
mitogenem niezaleznym od antygenu, czesto uzywanym jako substytut komorek
prezentujacych antygen w eksperymentach stymulacji limfocytéw T. Zaobserwowalismy, ze
ekstrakty, podobnie jak indometacyna, referencyjny silny niesteroidowy lek przeciwzapalny,
znacznie hamowaty (0 ponad 90%, p<0,001) stymulowane przez Con A wydzielanie TNF-a
(Ryc. 22). Promieniowanie UVA (8 J/cm?) wyraznie zwiekszylo poziom wydzielanego
TNF-0, a efekt stymulujacy byl porownywalny z dziataniem Con A (Ryc. 22). Dalsze
eksperymenty wykazaty, ze wydzielanie obu cytokin TNF-a (Ryc. 23) oraz IL-2 (Ryc. 24)
bylo istotnie hamowane w PBMCs stymulowanych UVA (8 Jlcm?) przez traktowanie
ekstraktami odpowiednio w stezeniu 25 pg/ml (p<0,001). W przypadku IL-2 najwickszy
wplyw na zmniejszenie w przyblizeniu o 50% (***p<0,001) sekrecji IL-2 w PBMCs,
stymulowanych UV A wykazuja ekstrakt z kory F. rhynchophylla oraz lisci O. europaea (Ryc.
24). Przeprowadzone badania wykazaty hamowanie sekrecji czynnika TNF-a w PBMCs o ok.
40% wzgledem kontroli. Zauwazalny efekt hamujacy nie byl jednak tak silny jak w
przypadku stymulacji Con A, co moze wynika¢ z r6znych mechanizméw odpowiedzialnych
za wydzielanie cytokin. Otrzymane wyniki dowodza przeciwzapalnej aktywnosci

analizowanych ekstraktow roslinnych. Mozna to wytlumaczy¢ synergicznym i addytywnym
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dziataniem gléwnych grup badanych -ekstraktow, tj. saponin, flawonoidéw, kwasoéw
fenolowych i kumaryny (Kozachok i wsp., 2022).

Uwaza si¢, ze uwalnianie cytokin prozapalnych przez naswietlone komorki skory jest
spowodowane fotouszkodzeniami DNA charakterystycznymi dla promieniowania UV, CPD
(UVA i UVB) i 6-4PP (UVB). W zalezno$ci od poziomu uszkodzen DNA mechanizmy
komorkowe moge prowadzi¢ do szlakow naprawy DNA badz skierowa¢ komoérke na droge
apoptozy (Saewan, 2022; Bocheva i wsp., 2022; Ansary i wsp., 2021). Dodatkowo wiadomo,
ze ROS generowane przez promieniowanie UV stymulujg uwalnianie interleukin i TNFa
z komorek, ktore aktywuja szlak MAPK i NFkB, a tym samym wytwarzaja MMPS, co
powoduje degradacj¢ kolagenu (Shah i Mahajan, 2013; Saewan, 2022; Garg i wsp., 2020;
Balupillai i wsp., 2020). Po ekspozycji na promieniowanie UV w Kkeratynocytach oraz
fibroblastach skory gromadzg si¢ interleukiny: IL-1 i IL-18, ktore przyczyniajg si¢ do stanu
zapalnego oraz wzrostu poziomu innych interleukin zapalnych, jak IL-6, IL-8, IL-10, IL-15
I TNFa (Low i wsp., 2021; Saewan, 2022).

Ekstrakty ro$linne, ktore cechuje wielocelowo$é dziatania ze wzgledu na zawartos$¢
roznych grup sktadnikéow, sa silnymi modulatorami cytokin. Polifenole, gtowna
| zroznicowana grupa skladnikow ekstraktow roslinnych hamuja produkcje TNFa, IL1JB
I IL-6, w ktorej posredniczy NFkB (Ulrich-Merzenich i wsp., 2017). Dostepne dane wskazuja,
ze eskuletyna hamowata ekspresj¢ cytokin prozapalnych (TNFa, IL1B i IL-6)
w keratynocytach HaCaT (Jeong i wsp., 2018). Natomiast Calabriso i wsp., stwierdzili
supresj¢ TNFa pod wptywem dziatania HT na modelu komoérkowym HUVEC oraz THP-1
(Calabriso i wsp., 2018). Odnotowano réwniez hamowanie ekspresji interleukin (ILs) przez
HT. Wykazano, ze HT wykazuje dziatanie hamujagce wytwarzanie IL-6 i IL-8
w indukowanych UVA fibroblastach skory (Utami i wsp., 2020). W badaniach
przeprowadzonych przez Ha i wsp. naswietlanie keratynocytow HaCaT promieniowaniem
UVB (25 mJ/cm?) gwaltownie zwiekszyto poziom TNFa w ciggu 48 godzin po naswietlaniu.
Traktowanie komorek roéznymi frakcjami wyizolowanymi z 80% ekstraktu etanolowego
z lisci oliwki wykazato najsilniejszy efekt hamujacy wydzielanie TNFa (0 ponad 55%) przez
frakcje butanolowa (o duzej zawartosci oleuropeiny 32.47+0.25 mg/100g). Natomiast sam
80% ekstrakt etanolowy (zawierajacy tylko 4.21+0.57 mg oleuropeiny) nie hamowat
wydzielania TNFa (Ha i wsp., 2009). Rowniez kwas chlorogenowy, gtowny sktadnik
aktywny C. robusta, wykazuje dziatanie przeciwzapalne, poprzez hamowanie cytokin
prozapalnych oraz zmniejszanie ekspresji COX-2 i INOS. Obserwowano spadek poziomu

wydzielanych czynnikéw prozapalnych TNFa, IL1B i IL-6, a takze COX-2 i tlenku azotu
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w komorkach makrofagow traktowanych CGA i stymulowanych LPS (Rodrigues i wsp.,
2023).

Skuteczno$¢ ochrony preparatu przeciwstonecznego przed promieniowaniem UV-B
moze by¢ okreslona za pomocg wspotczynnika ochrony przeciwstonecznej (SPF, ang. sun
protection factor), ktory jest definiowany jako iloraz energiii UV wymaganej do wytworzenia
minimalnej dawki rumienia (MED, ang. minimal erythema dose) na chronionej skorze, do
energii UV wymagane] do wytworzenia MED na skérze niechronionej. MED to dawka
promieniowania UV powodujgca wytworzenie rumienia (zaczerwienie wynikajace z obrzgku
naczyn wilosowatych) na skérze w okresie kilku godzin po ekspozycji. SPF moze by¢
oznaczany metodami in vivo lub in vitro, w tym drugim typie metod okresla si¢ wlasciwosci
absorpcyjne $rodkow przeciwstonecznych na podstawie analizy spektrofotometrycznej
rozcienczonych roztworow (Fourneron i in., 1999; Mansur i in., 1986; Pissavini i in., 2003;
Walters 1 in., 1997). Analiza warto$ci SPF wykazata, ze ekstrakty roslinne ze wzgledu na zbyt
niski SPF nie moga petic¢ roli filtrow przeciwstonecznych samodzielnie, jednak ekstrakty
z kory jesionow oraz nasion C. robusta wykazuja pewien stopien ochrony, wigec mogltyby
funkcjonowa¢ jako mniej szkodliwe substancje zamienne filtrow chemicznych razem
z filtrami  mineralnymi, co stanowi dodatkowy atut do wykazanych wlasciwosci
fotoochronnych przed promieniowaniem UVA.

Naturalne produkty pochodzenia roslinnego sg interesujaca alternatywa dla przemyshu
kosmetycznego wykorzystujacego gléwnie metody chemii syntetycznej przy produkceji
produktéw kosmetycznych (Sarfraz 1 wsp., 2017). Z ekonomicznego punktu widzenia
wykorzystywanie wszelkich zasoboéw naturalnych, w tym produktéw odpadowych, przez
producentéw branzy kosmetycznej jest bardzo korzystne. Zaroéwno oliwka europejska
(O. europaea) jak i jesiony (F. excelsior, F. rhynchophylla) sa roslinami, ktére maja duze
znaczenie gospodarcze, jednocze$nie wykazuja szereg korzysci zdrowotnych, jakie mozna
uzyskaé ze stosowania wszelkich ich produktow ubocznych (Ha i wsp., 2009, Martinez-Gil
i wsp., 2018). Oliwka jest surowcem w produkcji oliwy, natomiast liScie oliwki, ktore
zawieraja wigcej polifenoli niz oliwa, sg produktem odpadowym podczas zbioru oliwek
| przycinania drzew oliwnych. Cenne wtasciwosci drewna jesionow znajduja zastosowanie
W przemysle stolarskim (m.in. do fornirowania), w produkcji artykutéw sportowych
(uchwytow, lin, wiosel, czesci pojazdow, kijow bejsbolowych, kajakow), czy jako drewno
bednarskie. Kora i liscie jesionéw to produkty odpadowe, ktore sa juz od dawna
wykorzystywane jako surowiec zielarski. Kawa jest jednym z najpopularniejszym napojow

I waznym sktadnikiem diety, 0 czym $wiadczy wysoki poziom jej spozycia na catym $wiecie,
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w skali globalnej jest jednym z najwazniejszych towaroéw spozywczych. ,,Zielona” kawa i jej
ekstrakt sg zrodlem przeciwutleniaczy o potwierdzonych wilasciwo$ciach biologicznych
(Bosso i wsp., 2021).

KorzySci zdrowotne ze stosowania ekstraktu z lisci oliwki i ekstraktu z ziaren
»zielonej” kawy sa do$¢ dobrze poznane, ale ich potencjal fotoochronny zostal w malym
stopniu zbadany. Chociaz liczne badania wykazaly Kkorzystne dziatanie kwasow
chlorogenowych oraz roznych pochodnych irydoidow i1 kumaryn (dominujacej grupy
zwigzkow w skladzie ekstraktow z jesionow) W profilaktyce starzenia si¢ skory
| fotostarzenia, w przedstawionych w tej pracy badaniach po raz pierwszy wykazano
fotoochronne dziatanie ekstraktow z kory i lisci F. excelsior, kory F.rhynchophylla, lisci
O. europaea oraz nasion niepalonej kawy (C. robusta) przed szkodliwymi skutkami dziatania
promieniowania UVA. W s$wietle rosngcych potrzeb opracowania ulepszonych strategii
zapobiegania fotostarzeniu skory oraz profilaktyki nowotworow skory identyfikacja nowych,
tanich surowcow, ktore sa zréodlem cennych naturalnych sktadnikow roslinnych
0 udowodnionym dziataniu fotoochronnym moze pomdc w projektowaniu bardziej
skutecznych i bezpiecznych preparatow przeciwstonecznych. Synergistyczne dziatanie
zwiazkow chemicznych wystepujacych w ekstraktach roslinnych czesto nadaje im silniejsze
dzialanie przeciwutleniajace w poroéwnaniu z wyizolowanym sktadnikiem (lub grupa

zwigzkow dominujgcych), co czyni je wyjatkowo atrakcyjnym przedmiotem badan.
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Ryc. 25. Wplyw analizowanych ekstraktow roslinnych na gltowne szlaki sygnatowe
zaangazowane w fotostarzenie za posrednictwem UVA (opracowanie wilasne na podstawie
Ansary i wsp., 2021); (71— oznacza aktywacje danego czynnika przez badane ekstrakty;

| —o0znacza hamowanie danego czynnika przez badane ekstrakty).
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11. Podsumowanie wynikow

o Wszystkie analizowane ekstrakty roslinne (z kory 1 lisci F. excelsior, kory
F. rhynchophylla, lisci O. europaea oraz nasion C. robusta) nie sa cytotoksyczne
wobec fibroblastow Hs68, w stezeniach stosowanych w doswiadczeniach,

o ekstrakty z F. excelsior, F. rhynchophylla, O. europaea oraz C. robusta charakteryzuja
si¢ mniejsza calkowita zdolnos$cig antyoksydacyjng w odniesieniu do zwigzkow
referencyjnych (kwercetyny i rutyny), ekstrakt z nasion kawy wykazuje najwyzsza,
sposrod analizowanych ekstraktow, zdolnos¢ do redukcji jondéw zelaza, jak 1 rodnika
DPPH",

e pre-inkubacja (24h) ze wszystkimi analizowanymi ekstraktami zmniejsza
wewnatrzkomérkowy poziom ROS i poziom uszkodzen DNA wplywajac na
zwiekszong przezywalnosé fibroblastow Hs68 poddanych dziataniu UVA (8 J/cm?),

e skuteczno$¢ zmiatania ROS oraz hamowania uszkodzeh DNA w naswietlanych
fibroblastach Hs68 jest poréwnywalna z dzialaniem fotoochronnym kwercetyny, co
moze wynika¢ z synergistycznego dzialania skladnikow ekstraktow, albo tez
Z mniejszej fotostabilnosci kwercetyny,

e silne hamowanie tworzenia indukowanych promieniowaniem UVA uszkodzeh DNA
przez wszystkie ekstrakty, jak i zwiazki referencyjne, wynika bezposrednio z ich
zdolnosci antyoksydacyjnych, ale nie mozna wykluczy¢ innych mechanizmow
(zgodnie z danymi literaturowymi mogg takze zaleze¢ od oddziatywania na procesy
naprawy DNA),

e wzrost poziomu ekspresji TrxR po traktowaniu fibroblastow Hs68 badanymi
ekstraktami i poddanych dziataniu promieniowania UVA wskazuje na istotng role
uktadu Trx/TrxR w mechanizmie dziatania fotoochronnego ekstraktow roslinnych,
poprzez regulacj¢ proceséw redox,

e wzrost aktywnosci P-galaktozydazy sugeruje, ze komorki Hs68 wchodza w proces
fotostarzenia pod wptywem naswietlania UVA,

e Dbadane ekstrakty roslinne istotnie zmniejszaja aktywnos$¢ SA-B-galaktozydazy
(najwickszy spadek odsetka komodrek SA-B-gal-pozytywnych zaobserwowano
w przypadku ekstraktu z nasion kawy), a takze aktywnos$¢ kaspaz (przede wszystkim
kaspazy-9 i -3, a w mniejszym stopniu kaspazy-8) w fibroblastach eksponowanych na
dziatanie promieniowania UVA, co $wiadczy o ich udziale w hamowaniu senescencji

I apoptozy, szczegdlnie na szlaku mitochondrialnym,
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ekstrakty z kory F. excelsior i F. rhynchophylla oraz ekstrakt z nasion C. robusta
hamuja indukowang promieniowaniem UVA ekspresj¢ metaloproteinaz macierzy
pozakomorkowej, przede wszystkim MMP-1, ale takze MMP-3 i MMP-9, wptywajac
na zwigkszenie ich przezywalnosci,
ekstrakty zwickszajg przezywalno$¢ fibroblastow Hs68 po naswictlaniu ograniczajac
procesy apoptozy i senescencji poprzez modulacje szlakow sygnalizacyjnych
uczestniczacych w odpowiedzi komorek na stres oksydacyjny:
o poprzez hamowanie poziomu ekspresji biatek p53, AP-1 oraz czynnika
transkrypcyjnego NF«kB,
o poprzez aktywacje biatka Klotho, odpowiadajacego za spowolnienie procesow
fotostarzenia,
badane ekstrakty wplywajg na zmniejszenie poziomu IL-2 oraz TNFa, wydzielanych
przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej na skutek ekspozycji na
promieniowanie UVA, co $wiadczy o ich dziataniu przeciwzapalnym,
analizowane ekstrakty roslinne ze wzgledu na zbyt niski SPF nie moga petnié¢ roli
filtrow przeciwstonecznych (przed UVB) samodzielnie, jednak ekstrakty z kory
jesionow oraz nasion C. robusta ze wzgledu na umiarkowang wartos¢ SPF moglyby
funkcjonowac, jako mniej szkodliwe substancje zamienne filtrow chemicznych razem
z filtrami mineralnymi, co jest dodatkowym atutem do wykazanych wiasciwosci

fotoochronnych przed promieniowaniem UVA.
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12. WniosKi

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki upowazniaja do sformutowania nastgpujacych

wnioskow:

1. Wszystkie analizowane ekstrakty roslinne wykazuja skuteczne dzialanie fotoochronne

wobec fibroblastow skoéry naswietlanych promieniowaniem UVA,

2. Ochronne dziatanie ekstraktow wynika przede wszystkim z  wlasciwosci
antyoksydacyjnych (chronig komorki skoéry przed nadmiernym stresem oksydacyjnym) i ze

zdolnos$ci do hamowania procesu senescencji i apoptozy

3. Ekstrakty ro$linne modulujg wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne poprzez zmiang
réwnowagi redox i przyczyniajac si¢ do hamowania kaskad, w ktore zaangazowane sg biatka
p53, AP-1 oraz czynnik transkrypcyjny NF«kB, a takze powodujac aktywacje kaskady biatka
Klotho

4. Badane ekstrakty wykazuja wlasciwosci przeciwzapalne, co moze mie¢ istotne znaczenie

W ochronie przed szkodliwym wptywem promieniowania UVA
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13. Suplement
13.1. Analiza fitochemiczna
13.1.1. Analiza jakosciowa UHPLC-PDA-ESI-MS3 - metodyka

Jakosciowa analize UHPLC-PDA-ESI-MS® przeprowadzono z wykorzystaniem
chromatografu UHPLC-3000 RS (Dionex, Dreieich, Niemcy) wyposazonego w pompe¢
binarng, autosampler, termostat kolumnowy, detektor z matrycg diodowg oraz spektrometr
mas z pulapka jonowg AmaZon SL ze zréodlem jondéw typu ESI (Bruker Daltonics, Brema,
Niemcy). Rozdziat przeprowadzono na kolumnie Kinetex XB-C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 um;
Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) w temperaturze 25°C z szybkos$cig przeptywu 0,3
ml/min. Faza ruchoma sktadata si¢ z rozpuszczalnika A (woda/kwas mrowkowy, 100:0,1, v/v)
1 rozpuszczalnika B (acetonitryl/kwas mréwkowy, 100:0,1, v/v) o nastg¢pujacym profilu elucji:
0-0,5 min 6 % B w A, 0,5-45 min, 6-26% B; 45-55 min, 26-95% B; 55-60 min, 95% B; 60—
63 min 95-6% B. Ekstrakty rozpuszczono w mieszaninie metanol-woda (7:3, v/v) do
koncowego stezenia 10 mg/ml. Eluat LC wprowadzano bezposrednio do interfejsu ESI bez
rozdzielania i analizowano w trybie jonow ujemnych (zakres skanowania od m/z 70 do 2200).
Cis$nienie nebulizatora, przeptyw suchego gazu, temperatura i napigcie kapilarne wynosily
odpowiednio 40 psi, 9 I/min, 300°C i 4,5 kV. Amplituda fragmentacji MS/MS zostata
ustawiona na 1,0 V i automatycznie dostosowywana przez system w zakresie 60—-300% tej
wartoéci. Wykryte w analizie UHPLC-PDA-ESI-MS? zwiazki poréwnano pod wzgledem
czasu retencji, widm UV-Vis i widm MS® z autentycznymi standardami lub danymi

literaturowymi.
13.1.2. Analiza ilosciowa HPLC- metodyka

Ilosciowg analiz¢ ekstraktu z lisSci oliwki oraz zielonej kawy przeprowadzono
z wykorzystaniem chromatografu HPLC Waters 600 Multisolvent Delivery System (Waters
Co., Milfold, MS, USA) wyposazonego w pompe poczworna, reczny zawor dozujacy (5 pL,
Rheodyne 7725i), termostat kolumnowy oraz detektor z matryca diodowa. Rozdziaty
przeprowadzono na kolumnie Ascentis Express C18 (75x4.6 mm, i.d. 2.7 pum; Supelco,
Bellefonte, PA, USA) z prekolumng C18 Ascentis C18 Supelguard (20 x 4 mm, i.d. 3um;
Supelco) przy temperaturze 25°C (liscie oliwki) Iub 30°C (zielona kawa) z szybkoscig
przeplywu 1,4 ml/min. Faza ruchoma skladata si¢ z rozpuszczalnika A (woda/kwas

ortofosforowy, 99,5:0,5 obj./wag.) i rozpuszczalnika B (acetonitryl) z nastepujacymi
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profilami elucji: 0-16 min 15-30% B; 16-17 min 30-50% B; 17-19 min 50% B; 19-20min 50-
15% B; 20-23 min 15% B (liscie oliwki) oraz 0-1min 5% B; 1-16 min 5-30% B; 16-17 min
30-50% B; 17-19min 50% B; 19-20 min 50-5% B; 20-23 min 5% B (nasiona zielonej kawy).

Ilosciowg analiz¢ HPLC-PDA ekstraktow z kory i liSci jesionéw przeprowadzono
z wykorzystaniem chromatografu HPLC Hitachi Elite La Chrome (Merck, Darmstadt,
Niemcy) wyposazonego0 w pompe¢ poczworng, autosampler, termostat kolumnowy oraz
detektor z matrycg diodows. Rozdziaty przeprowadzono na kolumnie C18 Ascentis® Express
(150 x 4,6 mm, 2,7 um; Supelco, Bellefonte, PA, USA) z prekolumng C18 Ascentis® C18
Supelguard (20 x 4 mm, 3 um; Supelco) z szybkoscig przeptywu 1,4 ml/min. Faza ruchoma
sktadata si¢ z rozpuszczalnika A (woda/kwas ortofosforowy, 99,5:0,5 obj./wag.)
I rozpuszczalnika B (acetonitryl) z nastgpujacym profilem elucji: 0-0,5 min, 3% B w A; 0,5-5
minut, 3-7%; 5-21 minut, 7-18%; 21-31 min 18-30%; 31-32,5 minuty, 30-50%; 32,5-37,5
minuty, 50%; 37,5-39 minut 50-8%; 39-45 min 8%.

Probki we wszystkich analizach rozpuszczono w mieszaninie metanol-woda (7:3,
obj./obj.). Dominujace sktadniki ekstraktow oznaczono ilo$ciowo za pomocg zewngtrznych
wzorcow czystos§ci HPLC. Zwiazki, dla ktorych standardy nie byly dostgpne, oznaczano

ilosciowo przy uzyciu krzywej kalibracyjnej wzorca o bliskim podobienstwie strukturalnym.
13.1.3. Opis rezultatow

W wyniku przeprowadzonej analizy UHPLC-PDA-ESI-MS? ekstraktu metanol-woda (7:3,
v/v) z liSci oliwki, stwierdzono wystepowanie 22 sktadnikow (Tabela 6, Rycina 26),
nalezacych do grupy irydoidow i ich pochodnych (1-6, 8-9, 15-21), fenyloetanoidow (12-13)
oraz flawonoidow (7, 10, 11, 14, 22). Sposrdd zidentyfikowanych zwigzkéw, jedynie tylko
trzy z nich, tj. oleuropeina 19, jej izomer 20 oraz 7-glukozyd luteoliny 11 mozna uznaé za
dominujgce sktadniki badanego ekstraktu. Oznaczona metodga HPLC-PDA (Tabela 6)
sumaryczna zawarto$¢ tych zwigzkow wynosita 261.8 mg/g s.m. ekstraktu, z wyrazng
przewaga oleuropeiny (221.9 mg/g) 1 towarzyszacego jej izomeru (26.0 mg/g). Poziom
oleuropeiny az 16-krotnie przewyzszat zawarto$§¢ sktadnika z grupy flawonow, tj.
7-glukozydu luteoliny (13.8 mg/g).

W wyniku przeprowadzonej analizy UHPLC-PDA-ESI-MS? ekstraktu metanol-woda (7:3,
v/v) z nasion zielonej kawy stwierdzono wystgpowanie 16 sktadnikow polifenolowych
(Tabela 7, Rycina 27), ktore przyporzadkowano do grup pochodnych kwasu kawowego (1, 2,
4, 7, 8, 11-13), ferulowego (6, 13-16) oraz p-kumarowego (5, 9, 10). Sposrod

zidentyfikowanych zwigzkow oznaczeniom ilosciowym HPLC-PDA poddano siedem
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dominujacych sktadnikow, w tym kwasy 3-, 4-, i 5- kawoilochinowe (1, 4, 2), kwas
5-feruilochinowy (3), oraz kwasy 3,4-, 3,5- i 4,5-dikawoilochinowe (11, 12, 13). Oznaczone
stezenia pochodnych kwasow monokawoilo- i feruilochinowych przeliczono na zawarto$¢
kwasu chlorogenowego (2), natomiast kwasow dikawoilochinowych na zawarto$¢ cynaryny
(kwas 1,3-dikawoilochinowy). Jak pokazuja wyniki analizy HPLC-PDA (Tabela 7),
sumaryczna zawarto$¢ dominujacych sktadnikow ekstraktu sigga wartosci 461.2 mg/g s.m.
ekstraktu, z przewazajacym kwasem chlorogenowym (286.3 mg/g), ktérego udziat stanowit
ponad 60% sumy wszystkich oznaczonych ilosciowo polifenoli, Zawarto$¢ pozostatych
sze$ciu kwasow mono- i dikawoilo- oraz feruilochinowych sumarycznie nie przekracza 60.0
mg/g.

W wyniku przeprowadzonej analizy UHPLC-PDA-ESI-MS? ekstraktéow z kory i lisci
jesionu pospolitego oraz kory jesionu koreanskiego stwierdzono wystepowanie 61 zwigzkow,
z ktorych 54 zostaty w pelni lub wstepnie zidentyfikowane (Tabela 8, Rycina 28). Sktadniki
obecne w badanych ekstraktach nalezg do r6znych klas chemicznych, w tym kumaryn (5, 6,
10, 12, 17, 18, 20, 21, 24-28, 35, 40), fenyloetanoidoéw (1, 4, 9, 32-34, 36, 41, 42, 47, 51, 52,
54, 55), flawonoidoéw (44, 45, 48, 50, 53), lignandéw (22, 30, 37-39, 49), irydoidow (13, 19,
46, 56, 57, 58, 59) oraz pochodnych prostych alkoholi i kwasoéw fenolowych (3, 7, 8, 11, 14-
16). Badania iloSciowe ekstraktow przeprowadzono metoda HPLC-PDA (Tabela 28).
W przypadku ekstraktu z kory F. excelsior 20 skladnikow byto obecnych w ilo$ciach
umozliwiajacych ich oznaczenie iloSciowe, a ich laczna zawarto$¢ wyniosta 361,88 mg/g.
Dominujaca frakcja byly kumaryny (168,29 mg/g), a wérdd nich kalikantozyd i jego dwa
izomery. Ekstrakt zawieral rowniez stosunkowo duzg ilo$¢ fenyloetanoidow (82,72 mg/g)
oraz sekoirydoidow (64,75 mg/g). Fenyloetanoidy reprezentowane byly gltéwnie przez
dopaol-kawoiloheksozydy, werbaskozyd i izowerbaskozyd, podczas gdy ligstrozyd i jego
10-hydroksy-pochodna byty gtéwnymi sktadnikami sekoirydoidow. We frakcji lignandw,
ktora stanowita okoto 4% ekstraktu, dominowal mono- i diglukozyd pinorezynolu.
W ekstrakcie z lisci F. excelsior mozna bylo iloSciowo oceni¢ siedemnascie sktadnikow.
Catkowita zawarto$¢ oznaczonych zwigzkow wyniosta 120,85 mg/g. Byt to jedyny ekstrakt
zawierajacy flawonoidy (30,97 mg/g), ktore obok fenyloetanoidow (61,87 mg/g) stanowity
przewazajaca frakcjg. Ponad dwie trzecie frakcji fenyloetanoidow stanowit werbaskozyd,
natomiast we frakcji flawonoidéow dominowata rutyna. Trzecie pod wzgledem zawartosci
irydoidy (17,52 mg/g) reprezentowane byly przede wszystkim przez oleuropeing, ligstrozyd i
oleoakteozyd. Ekstrakt z lisci byt rowniez jedynym ekstraktem zawierajacym pseudodepsydy

kwasu kawowego, chociaz ich zawartos¢, poza kwasem chlorogenowym, byta znikoma.
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W ekstrakcie z kory F. rhynchophylla mozna byto okreslic ilosciowo 14 sktadnikow.
W ekstrakcie dominowaty kumaryny (238,95 mg/g), stanowigce ponad 85% ogodhu
oznaczonych ilosciowo metabolitow (278,23 mg/g). Gtownymi sktadnikami tej grupy byty
eskulina i fraksyna. W poréwnaniu z dwoma pozostatymi ekstraktami ekstrakt z kory
F. rhynchophylla zawieral wymierne ilosci glikozydu alkoholu koniferylowego i ponad 1%
izomeru syringiny. Natomiast zawarto$¢ fenyloetanoidow (15,29 mg/g) byta znacznie
mniejsza niz w ekstraktach z F. excelsior. Ponadto lignany i irydoidy byly obecne w bardzo
matych ilo$ciach 1 byty reprezentowane wytacznie odpowiednio przez pinorezynol 4-O-p-D-

glukopiranozydu i oleuropeing.
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Tabela 6. Wyniki analizy jako$ciowej i ilo$ciowej gtownych sktadnikow czynnych komercyjnego ekstraktu z lisci O. europaea.

Zawartosé + SE

. 3 —
Nr Re[min] UV A (nm) MS3[m/z] ldentyfikacja [mg/g]
Sekoirydoidy
1 3.6 280 315 [M-H] —>153(1.4), 123(1.2), 95(0.2) Heksozyd hydroksytyrozolu
2 4.2 235 389 [M-H] —> 345(20), 227, 183(74), 165(60) Oleozyd
3 10.7 235 389 [M-H]—> 345, 227(3.0), 209(32), 165(12) Oleozyd izomer
4 12.7 245, 280 403 [M-H]— Heksozyd kwasu
371(21), 223, 179(40), 121(4.0) elenolowego izomer
5 15.0 235, 280 377 [M-H] —> Oleuropeina aglikon
197, 153(11)
6 18.8 245, 280 403 [M-H] —> Heksozyd kwasu
371, 223(56), 179(37), 121(3.4) elenolowego izomer
8 245 235, 280 555 [M-H]” —> Hydroksyoleuropeina
537(100), 403(50), 223(17); 403 —> 371(25), 223, 179(52)
9 27.5 235, 280 701 [M-H] —> 539(32), 469(40), 437(21), 315 Diheksozyd oleuropeiny
15 335 235, 280 701 [M-H] —> 593, 377(14), 307(12), 275(12); 593 —> 377(40), 307, 275(76) Diheksozyd oleuropeiny
16 344 235, 280 539 [M-H] —> 403(37), 223, 179(32) Oleuropeina izomer
17 35.0 235, 280 569 [M-H]- —> 537, 403(88), 223(13) Metoksyoleuropeina
18 35.9 235, 280 701 [M-H]" —> 539, 377(11), 307(10) Diheksozyd oleuropeiny
19 36.2 235, 280 539 [M-H] —> 377, 345(11), 307(84), 275(74) Oleuropeina 2 221.93+2.18
20 40.0 235, 280 539 [M-H]" —> 377(44), 345(11), 307, 275(99) Oleuropeina izomer 26.03 +£0.08
42.3 230, 280 523 [M-H] —> .
2 ' 361,[291(4]10), 259(24) Ligstrozyd
Fenyloetanoidy
12 29.7 235, 329 623 [M-H]” —> 461 —> 315, 135(36) Werbaskozyd @
13 319 235, 329 623 [M-H] — 461 —> 315, 135(37) Werbaskozyd izomer
Flawonoidy
7 21.7 340 609 [M—H] —> 447 —> 285 Diheksozyd luteoliny
10 28.1 350 593 [M-H]" —> 447(2.0), 285 Ramnozyd-heksozyd
luteoliny
11 28.5 340 447 [M-H]" —> 285 7-Glukozyd luteoliny 2 13.80 +0.02
14 331 340 431 [M-H] —> 269(100) Heksozyd apigeniny
22 439 370 285 [M-H] —> 255(76), 175(30) Luteolina @

2 sktadniki ekstraktu, ktorych identyfikacje¢ potwierdzono metoda HPLC-MS przez poroéwnanie z wzorcem.
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Tabela 7. Wyniki analizy jako$ciowej i ilosciowej gtéwnych sktadnikéw czynnych komercyjnego ekstraktu z nasion ,,zielonej” kawy (C.

robusta)

Nr anin] ;\r/n] MS? [m/] Identyfikacja Zaw?:;gfg“]i SE

1 61 325 353 [M-H] —> 191, 179(42), 135(3.0) Kwas 3-O-kawoilochinowy 4221+2.01

2 108 325 353 [M—H] — 191, 179(2.0) Kwas 5-O-kawoilochinowy @ 286.27 +7.46

3 115 323 367 [M—H]- —> 193, 191(1.5) Kwas 3-O-feruilochinowy

4 121 325 353 [M-H]" —>191(11), 179(54), 173, 135(3.0) Kwas 4-O-kawoilochinowy 55.44 +1.70

5 16.1 310 337 [M—-H]- — 191, 163(5) Kwas 5-O-p-kumaroilochinowy

6 1838 323 367 [M-H] — 191, 173(17) Kwas 5-O-feruilochinowy 26.19 £0.41

7 197 325 335 [M-H]-—> 179(17), 161, 135(81) Kwas kawoiloszikimowy

8 213 325 335 [M-H] — 179(16), 161, 135(13) Kwas kawoiloszikimowy

9 224 323 481 [M-H] — 319(7.0), 301, 179(11) Heksozyd kwasu p-kumaroiloszikimowego

10 233 325 481 [M-H] —319(19), 301, 161 (9.0), 257(12), 179(10), 149(5.0) Heksozyd kwasu p-kumaroiloszikimowego

11 324 325 515 [M-H]  —> 353, 335(15), 203(6.0), 173(14); 353 —> 173, 179(78), 191(51), 135(3.4) Kwas 3,4-O-dikawoilochinowy 12.99 +0.77

12 331 325 515 [M—-H] — 353(100), 191(2.8), 179(1.9), 173(0.6); 353 —> 191, 179(36), 173(2.2), Kwas 3,5-O-dikawoilochinowy 14.82 £0.73
135(1.7)

13 364 325 515 [M-H]  —> 353, 299(8.0), 255(6.0), 203(11), 353 —> 173, 179(64), 191(33), 135(2.9) Kwas 4,5-O-dikawoilochinowy 2330 £1.28

14 39.0 325 529 [M-H] —> 367, 349(2.0), 335(16), 173(16), 367 —> 193(24), 173 Kwas 4-O-feruilo-3-O-kawoilochinowy

15 397 325 529 [M—-H] — 367, 335 (2.0), 173 (3.8) Kwas 4-O-feruilo-5-O-kawoilochinowy

16 403 325 529 [M—H] — 367(35), 353, 191(5.0) Kwas 5-O-feruilo-3-O-kawoilochinowy

2 sktadniki ekstraktu, ktorych identyfikacje¢ potwierdzono przez poréwnanie z wzorcem
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Tabela 8. Wyniki analizy jakosciowej i ilosciowej gtéwnych sktadnikéw czynnych ekstraktow z kory F. excelsior, lisci F. excelsior i kory F. rhynchophylla.

Rt

Zawarto$¢ £ SE [mg/g]

Nr [min] UVmax [Nnm] MS® [m/z] ldentyfikacja F. excelsior F. excelsior  F. rhynchophylla
kora liScie kora

Kumaryny

5 7.0 275 577 [M+HCOO] — 369, 207 Diheksozyd fraksetyny tr - -

6 75 333 339 [M-H] — 177 Eskuletyna 7-O-p-D-glukopiranozyd (eskulina)? - tr 130.23 +1.82

10 8.9 283, 332 399 [M+HCOO] — 353 [M-H] (39), 191, 176 Skopoletyna 7-O-B-D-glukopiranozyd (skopolina)? tr - -

12 10.3 343 177 [M-H] Eskuletyna® - - 24.32+0.23

17 11.3 292,334 429 [M+HCOOQO] —> 383 [M-H] (17), 221 1zofraksydyna 7-O-B-D-glukopiranozyd (kalikantozyd)? 3426 +£0.55 - -

18 115 297sh, 340 369 [M-H]  — 207, 191 (15) Fraksetyna 8-O-B-D-glukopiranozyd (fraksyna)? 14.00+0.11 tr 60.00 + 1.01

20 12.3 298sh, 340 515 [M-H]~ — 207, 191 (25) Fraksetyna ramnozyd-heksozyd - - 3.95+0.1

21 125 327 429 [M+HCOOQO] —> 383 [M-H] (17), 221 Fraksydyna 8-0O-B-D-glukopiranozyd/Fraxinol 6-O-p-D- 59.93+1.01 tr -
glukopiranozyd®

24 13.1 292,335 429 [M+HCOO] —> 383 [M-H](30), 221, 207 (7) Fraksydyna 8-0O-B-D-glukopiranozyd/Fraxinol 6-O-B-D- 22.56 +0.57 - -
glukopiranozyd®

25 13.1 315 415 [M+HCOO]—> 369 [M-H] (5), 207, 191 (7) Heksozyd fraksetyny - - 6.47+£0.04

26 135 335 207 [M-H]~ Fraksetyna® 6.54+0.24 - 7.69 £0.41

27 13.6 - 515 [M—H] —> 335 (28), 353 —> 335 (63), 309, 177 (7)  Pochodna eskuletyny - - 3.00+£0.12

28 14.0 297sh, 338 515 [M—H] —> 335 (31), 353 —> 335 (72), 309, 177 (13) Pochodna eskuletyny - - 3.28+0.07

35 19.3 340 221 [M-H] I1zofraksydyna® 11.31+0.17 - -

40 22.1 337 221 [M-H] Fraksydyna/Fraksynol® 19.71 £0.35 - -

Kumaryny ogotem 168.29 + ftr 238.95 £3.40

2.63

Fenyloetanoidy

1 43 278 315 [M-H] —> 153 Dopaol O-B-D-glukopiranozyd® - 6.25+0.12 -

4 6.6 275 345 [M+HCOO] —> 299 [M-H]~ 0-B-D-glukopiranozyd tyrozolu (salidrozyd)® - tr -

299 [M—-H]™ —> 179 (40), 143 (54), 119 (48), 113, 89
(69)

9 8.7 275 431 [M-H]  — 299 —> 179 (59), 143 O-B-D-apiofuranozyd-O-B-D-glukopiranozyd tyrozolu (osmantuzyd - - tr
H)°

32 18.2 322,288 785 [M—H] —> 623 —> 461 Heksozyd werbaskozydu - tr -

33 18.5 282sh, 328 639 [M—H] —> 621, 529 (17), 459 (11) Izomer B-hydroksywerbaskozydu | - 2.15+0.03 -

34 19.1 286sh, 328 639 [M—H] —> 621, 529 (5), 459 (6) Izomer B-hydroksywerbaskozydu Il - 2.31+0.03 -

36 20.3 287sh, 324 477 [M—H] —> 315 (25), 179 (17), 161 Dopaol heksozydu kawoilowego izomer | tr - -

41 22.4 305 639 [M-H] —> 621, 477 (30) Izomer B-hydroksywerbaskozydu I11 6.23 +£0.07 - -

42 22.9 321 477 [M—H]” —> 315 (37), 161, 135 (21) Dopaol heksozydu kawoilowego izomer 11 tr - -

47 26.3 328 477 [M—H]” —> 315 (19), 179 (9), 161 Dopaol heksozydu kawoilowego izomer 111 10.02+0.18 tr tr

51 29.6 325 477 [M—H] —> 315 (37), 179 (5), 161 Dopaol heksozydu kawoilowego izomer IV 38.64 £0.48 - 10.15£0.15

52 30.1 328 623 [M—H]—> 461 —> 315 (13), 161 Werbaskozyd® 14.88+0.25 4830+050 -

54 345 326 609 [M—H]™ —> 477 (6), 447 —> 315 Dopaol pentozyd kawoiloheksozydu - - 5.14 +£0.09

55 35.1 325 623 [M—H]—> 461 —> 315, 161 (8), 135 (26) Izowerbaskozyd® 12.95+0.15 2.85+0.05 tr

Fenyloetanoidy ogélem 82.72+1.04 61.87+0.61 15.29 £ 0.24

Flawonoidy

44 24.6 255, 354 609 [M-H] —> 301, 343 (18) Ramnozylo-heksozyd kwercetyny - 3.66 +0.03 -

45 25.6 255, 353 609 [M-H]  — 301 3-O-rutynozyd kwercetyny (rutyna)? - 18.85+0.22 -

130



48 26.8 255, 351 463 [M—H]  — 301 3-0O-B-D-glukopiranozyd kwercetyny (izokwercytryna)? - 3.85+0.03

50 29.1 264, 341 593 [M—H]” — 285 Ramnozylo-heksozyd kempferolu - 1.01 +0.03

53 34.0 264, 344 593 [M—H] —> 285 Kempferol 3-O-rutynozydu?® - 3.60 +0.05

Flawonoidy ogdélem = 30.97 +0.27

Lignany

22 129 279 583 [M+HCOO] — 537 [M-H]", 375 (43) heksozyd Oliviru - - tr

30 17.1 276 727 [M+HCOO] — 681 [M-H], 519 (16) 4,4'-di-O-B-D-glukopiranozyd pinorezynolu® 15.02+0.16 - -
681 [M—H] —> 519, 357 (11)

37 20.6 279 581 [M+HCOO] — 535 [M-H] —> 373 1zomer | heksozydu hydroksypinorezynolu - tr -

38 21.0 272 787 [M+HCOO] — 741 [M-H] (45), 579, 417 (4) Diheksozyd syringarezynolu tr - -

39 21.3 276 581 [M+HCOO] —> 535 [M-H]", 373 (10) 1zomer Il heksozydu hydroksypinorezynolu - 2.70 £0.16 -

49 28.7 278 565 [M+HCOOQ] — 519 [M-H]|" 4-0O-B-D-glukopiranozyd pinorezynolu? 27.73+0.57 3.84+0.16 5.07 £0.09
519 [M-H]" — 357

Lignany ogolem 42.75£0.55 6.54 +£0.32 5.07 £ 0.09

Kwasy fenolowe / alkohole

3 6.5 290sh, 322 353 [M-H]" —> 179 (50), 191 Kwas 5-kawoilochinowy (kwas neochlorogenowy)? - tr -

7 7.9 291sh, 326 487 [M—H] —> 179 Heksozyloramnozyd kwasu kawowego - tr -

8 8.1 257 387 [M+HCOO] —> 341 [M-H] (19), 179 Glikozyd alkoholu koniferylowego® tr - 3.43£0.03

11 9.5 264 417 [M+HCOO] — 371 [M-H] (32), 209 I1zomer Syringiny 336+0.13 - 11.65+0.15

14 10.3 326 353 [M-H]"—> 179 (5), 191 Kwas 3-kawoilochinowy (kwas chlorogenowy)? - 2.72 +£0.04 -

15 10.8 321 179 [M—H]" Kwas kawowy? tr 1.23+0.03 -

16 11.2 294sh, 324 353 [M—H] -> 173, 179 (62), 191 (24) Kwas 4-kawoilochinowy (kwas kryptochlorogenowy)? - tr -

Kwasy fenolowe / alkohole ogélem 3.36+0.13 3.95+0.05 15.08 +0.18

Irydoidy

13 9.8 218, 260 611 [M+HCOO] — 565 [M-H]", 403 (90) Ester 11-metylowy oleozydu 7-O-B-D-glukopiranozyd® - tr -

19 115 292, 339sh 403 [M—H] —> 223, 179 (44) Ester 11-metylowy oleozydu® - tr -

46 26.0 280 555 [M—H]™ —> 419 (17), 273, 307 (36), 393 (66) 10-hydroksyoleuropeina® - tr -

56 35.2 230, 280 539 [M—-H] —> 419 (2), 377, 291 (8), 275 (22) 10-hydroksyligstrozyd® 16.81+0.22 8.05+0.18 -

57 41.2 230, 281 539 [M—H] —> 403 (7), 377, 307 (87), 275 (99) Oleuropeina® - 436+0.20 3.83+0.22

58 476 224, 280 1009 [M-H] —> 623, 461 (52) Oleoaktezyd® 15.64 +0.15 5.11+0.05 -

59 478 224 523 [M—H] —> 403 (1), 361, 291 (41), 259 (26) Ligstrozyd® 32.38+0.38 tr -

Irydoidy ogolem 64.75 +0.75 17.52 +£0.18 3.83+0.22

Inne

2 6.0 279 461 [M—H] —> 315 —> 135 Niezidentyfikowany - tr -

23 12.9 278, 326 377 [M—H] —> 197, 153 (14) Niezidentyfikowany - tr -

29 15.2 308 579 [M+HCOO]™ —> 533 [M-H]~ Niezidentyfikowany - tr -

31 18.0 284 613 [M+HCOO] — 567[M—H]  (14), 405 Niezidentyfikowany tr - -

43 234 277 565 [M—H] —> 403 (35), 339, 327 (45) Niezidentyfikowany tr - -

60 48.5 221, 285 667 [M+HCOO] — 631 [M—H], 469 (72) Niezidentyfikowany - - tr

61 50.4 224,284 665 [M+HCOO]™ —> 629 [M—-H], 467 (7) Niezidentyfikowany - - tr

Catkowita zawartos¢ oznaczanych skladnikow 361.88 £3.72 120.85+£1.48 278.23 +3.51

2 sktadniki ekstraktu, ktorych identyfikacje potwierdzono przez poréwnanie z wzorcem,

zawartos¢
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Ryc. 26. Chromatogram UHPLC-UV rozdziatu polifenoli w komercyjnym ekstrakcie z lisci oliwki (A=254 nm).
Numeracja pikow zgodnie z Tabelg 6.
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[— ZK_RA6_01_1737.d: UV Chromatogram, 325 nm

Ryc. 27. Chromatogram UHPLC-UYV rozdziatu polifenoli w komercyjnym ekstrakcie z ,,zielonej” kawy (A = 325
nm). Numeracja pikow zgodnie z Tabelg 7.
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Ryc. 28. Chromatogram UHPLC-UV rozdziatu sktadnikow czynnych ekstraktow z kory F. excelsior (A), lisci
F. excelsior (B) i kory F. rhynchophylla (C) przy A = 280 nm. Numeracja pikow zgodnie z Tabelg 8.
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14. Streszczenie

Nadmierna ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe (UV) emitowane przez
stonce lub sztuczne zrodta powoduje oparzenia stoneczne i stany zapalne skory, a w
konsekwencji jest przyczyng fotostarzenia, czy tez nowotworow skory. Uszkodzenia DNA,
indukowane promieniowaniem UVA, zachodza w sposob posredni, przez tworzenie wolnych
rodnikéw i innych reaktywnych form tlenu (ROS), ale takze bezposrednio poprzez indukcje
powstawania fotoproduktow - cyklobutanowych dimerow pirymidynowych (CPD).
Podwyzszony poziom ROS oraz uszkodzenia DNA inicjujg kilka kaskad transdukcji sygnatu,
m.in. z udziatem biatka aktywujacego-1 (AP-1) i czynnika jadrowegoy kappa B (NF-kB) w
celu uwolnienia cytokin prozapalnych. Ponadto wytwarzanie ROS prowadzi do
oksydacyjnych modyfikacji innych makroczasteczek i struktur komorkowych (np. biatek,
bton), co moze wywola¢ $mier¢ komorki, najczesciej na drodze apoptozy. Miejscowe
stosowanie filtrow przeciwslonecznych wraz z endogenng fotoprotekcja antyoksydacyjng jest
ogolng strategia ochrony skory przed szkodliwym dzialaniem promieniowania UV.
Dotychczas niewiele jest badan dotyczacych potencjatlu fotoochronnego ekstraktow
izolowanych z réznych organdéw i gatunkoéw jesiondw, a nieliczne badania nad fotoochronng
rolg ekstraktow z lisci oliwki i ziaren niepalonej kawy dotycza gtownie fotoochrony przed
promieniowaniem UVB. Mechanizmy fotoochronnego dzialania wybranych surowcéw
roslinnych sg stabo poznane.

Zasadniczym celem badan bylo okreslenie roli ekstraktow pochodzacych z
naturalnych surowcow roslinnych, z rodziny Oleaceae i Rubiaceae, w odpowiedzi komorek
skory na promieniowanie UVA. Celem badan byla ocena potencjatu fotoochronnego
ekstraktow z lisci oliwki europejskiej (Olea europaea) oraz z nasion kawy (Coffea robusta),
ktore sg popularnymi suplementami diety, a takze trzech ekstraktow z surowcow zielarskich -
kory i lisci jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior) oraz kory jesionu koreanskiego (F.
rhynchophylla) wobec fibroblastow skory (linii Hs68) w warunkach in vitro oraz poznanie
mechanizmow fotoprotekcji. Podstawa hipotezy badawczej bylo zatozenie, ze badane
ekstrakty roslinne chronig Iudzkie fibroblasty skory przed szkodliwymi skutkami
promieniowania UVA, wujawniajac  jednocze$nie  wlasciwosci  antyoksydacyjne,
antyapopototyczne oraz przeciwzapalne.

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze wszystkie analizowane
ekstrakty roslinne wykazuja poréwnywalne, skuteczne dzialanie fotoochronne wobec

fibroblastow skory Hs68 poddanych dziataniu promieniowania UVA (8 J/cm?), co wynika
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przede wszystkim z ich antyoksydacyjnych wlasciwosci (redukcja stresu oksydacyjnego) i
zdolnoséci do hamowania procesu apoptozy (szczegdlnie na szlaku mitochondrialnym) oraz
ograniczania senescencji. Skutecznos¢ zmiatania ROS i hamowania powstawania uszkodzen
DNA w na$wietlanych fibroblastach jest porownywalna z dziataniem fotoochronnym zwigzku
referencyjnego (kwercetyny), co moze wynika¢ z synergistycznego dziatania sktadnikow
ekstraktow i/lub z ich wigkszej fotostabilnosci. Ekstrakty roslinne moduluja
wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne poprzez zmian¢ rownowagi redox za
posrednictwem uktadu tioredoksyna/reduktaza tioredoksyny i przyczyniaja si¢ do hamowania
kaskad, w ktore zaangazowane sg biatka p53, AP-1 oraz czynnik transkrypcyjny NFxB, a
takze powoduja aktywacj¢ kaskady biatka Klotho. Ekstrakty z kory F. excelsior i F.
rhynchophylla oraz ekstrakt z nasion C. robusta hamujg indukowang promieniowaniem UVA
ekspresje metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej, przede wszystkim MMP-1, ale takze
MMP-3 i MMP-9. Badane ekstrakty wykazuja wlasciwosci przeciwzapalne, wptywajac na
zmniejszenie poziomu interleukiny-2 oraz TNFa wydzielanych przez leukocyty.

Uzyskane wyniki dostarczaja nowych dowodéw dotyczacych ochronnego dziatania
ekstraktow otrzymywanych z nasion kawy, lisci oliwki i kory jesionéw przed szkodliwym
wplywem promieniowania UVA. Oftrzymywane =z tanich surowcow, naturalne,
standaryzowane ekstrakty roslinne, bogate w sktadniki aktywne, takie jak kwasy
chlorogenowe, oleuropeina, czy pochodne kumarynowe, dodane do receptury tradycyjnych
filtrow UV, moga poprawi¢ skutecznos$¢ ich dziatania, co jednoczesnie umozliwiloby

zmniejszenie zawartosci filtrow syntetycznych.

135



15. Summary

Excessive exposure to ultraviolet (UV) radiation emitted by the sun or artificial
sources causes sunburn and skin inflammation, and consequently is the cause of photoaging
or skin cancer. DNA damage, induced by UVA radiation, occurs indirectly through the
formation of free radicals and other reactive oxygen species (ROS), but also directly through
the induction of the formation of photoproducts - cyclobutane pyrimidine dimers (CPD).
Increased levels of ROS and DNA damage initiate several cascades of signal transduction,
e.g., with activation protein-1 (AP-1) and nuclear factor kappa B (NF-kB) to release pro-
inflammatory cytokines. In addition, the production of ROS leads to oxidative modifications
of other macromolecules and cellular structures (e.g., proteins, membranes), which can cause
cell death, in majority by apoptosis. Topical application of sunscreens together with
endogenous antioxidant photoprotection remains a general strategy to protect the skin from
the harmful effects of UV radiation. So far, there are few studies on the photoprotective
potential of extracts isolated from various organs and species of ash trees, and the few earlier
studies on the photoprotective activities of the olive leaf and green coffee bean extracts have
mainly been concerned on protection against UVB radiation. Mechanisms of photoprotective
action of selected plant materials are poorly understood.

The main goal of the study was to examine the role of the extracts from natural plant
materials of the Oleaceae and Rubiaceae families, in the response of skin cells to UVA
radiation. The aim was to assess the photoprotective potential of the olive (Olea europaea)
leaf extract and green coffee (Coffea robusta) bean extract, which are popular dietary
supplements, and three extracts from herbal raw materials - the bark and leaves of the
European ash (Fraxinus excelsior) and the bark of the Chinese ash (F. rhynchophylla) against
skin fibroblasts (Hs68 line) as well as to explain the photoprotection mechanisms. We
hypothesesed that the plant extracts could protect human skin fibroblasts from the harmful
effects of UVA radiation, displaying antioxidant, anti-apoptotic and anti-inflammatory
activities.

Based on the results, it can be concluded that all the analyzed plant extracts provided a
comparable and effective photoprotection against Hs68 skin fibroblasts exposed to UVA
radiation (8 J/cm2), which is primarily due to their antioxidant properties (reduction of
oxidative stress) and the ability to inhibit the process of apoptosis (especially the
mitochondrial pathway) and limiting the senescence of fibroblasts. The effectiveness of

scavenging ROS and inhibiting the formation of DNA damage in UV A-irradiated fibroblasts
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is the same as that of the reference compound (quercetin), which may be due to the synergistic
effect of the extract components and/or their greater photostability. Plant extracts modulate
intracellular ~ signaling pathways by changing the redox balance via the
thioredoxin/thioredoxin reductase system and contribute to the inhibition of p53, AP-1 and
NF«B transcription factor cascades, and activate the Klotho protein cascade. In addition, the
extracts from the bark of F. excelsior and F. rhynchophylla and C. robusta seed extract
inhibited the UVA-induced expression of matrix metalloproteinases, primarily MMP-1, but
also MMP-3 and MMP-9. The extracts displayed anti-inflammatory properties, reducing the

the release of interleukin-2 and TNFo from leukocytes.

The results provide new evidence regarding the protective effect of extracts from
coffee seeds, olive leaves and ash bark against the harmful effects of UVA radiation. Isolated
from cheap raw materials, natural, standardized plant extracts, rich in active ingredients such
as chlorogenic acids, oleuropein or coumarin derivatives, added to the formula of traditional
UV filters, can improve their effectiveness, which at the same time would allow reducing the

content of synthetic filters.
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Diagnostyka laboratoryjna choréb autoimmunizacyjnych (01-708/0-00-010-2021)
—29.09.2021-01.10.2021r.

Wptyw hormondw tarczycy na otylos¢ i zaburzenia metaboliczne — aspekty kliniczne
i molekularne (01-708/0-00-008-2021) — 07-08.10.2021r.

Wybrane zagadnienia z diagnostyki laboratoryjnej przewleklych schorzen jelit
(01-708/0-00-017-2021) — 25-26.10.2021r.

Przeciwciata w diagnostyce serologicznej wybranych zakazen

(01-708/0-00-014-2021) — 25.11.2021r.
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27.
28.

29.

30.

31.

32.

Mutacje w endokrynologii (01-741/0-00-012-2021) — 09.12.2021r.

Postepy w diagnostyce laboratoryjnej choréb ukladu endokrynnego i zaburzen
metabolicznych (01-741/0-00-048-2021) — 08-10.11.2021r.

Metodologia badan w medycynie 1 projektowanie nieinterwencyjnych badan
naukowych (01-705/0-00-023-2022) — 08-09.03.2022r.

Rak tarczycy: wybrane zagadnienia kliniczne i molekularne (01-754/0-00-014-2022)
—11.03.2022 .

Podtoze molekularne i kliniczne choroby Hashimoto: diagnostyka i leczenie
(01-708/0-00-014-2022) — 19.05.2022r.

Molekularne i kliniczne aspekty infekcji wirusowych (01-700/0-00-003-2022)
—25.05.2022 r.,

Kursy doskonalgce praktyczne:

1.

2.

Podstawy techniki immunoenzymatycznej ELISA - kurs praktyczny
(01-708/0-00-028-2021) — 26.11.2021r.

Technika blotingu w diagnostyce autoimmunizacyjnych choréb uktadu pokarmowego
(01-708/0-00-022-2021) — 14.12.2021r.

Dzialalno$¢ popularyzujgca nauke:

1.

Udzial w przeprowadzeniu wyborow uzupeiniajagcych na Przedstawiciela do Rady
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, jako cztonek Komisji rekrutacyijnej (2019).
W ramach akcji ,,Uniwersytet Zawsze Otwarty” wspolprowadzenie zaje¢ dla uczniow
szkoty podstawowej: ,,Wykrywanie aktywnos$ci enzymatycznej w materiale
biologicznym” (2019)

Pomoc w organizacji 11l Krajowej Naukowo-Szkoleniowej Konferencji Biobankow
Polskich (2020).

Udziat w promocji Wydziatu BiOS poprzez udziat w Nocy Biologow (2020).

Pomoc w organizacji VI Ogolnopolskiej Konferencji Doktorantéow Nauk o Zyciu
BioOpen.

Cztonkostwo w Sekcji Genetycznej SKNB — czynny udzial w jego funkcjonowaniu
(2019/2020)
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