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mgr Pauliny Agnieszki Machaly

»Rola ekstraktéw z surowcow roslinnych z rodziny Oleaceae i Rubiaceae w ochronie
komorek skéry przed promieniowaniem UVA”

przedstawiona Komisji Uniwersytetu Eddzkiego
ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych

w dyscyplinie nauki biologiczne

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Machaly zostala
wykonana pod kierunkiem dr hab. Haliny Malgorzaty Zbikowskiej (prof. UL) w Katedrze
Biochemii Ogélnej Instytutu Biochemii na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego.

Wspélczesnie skora ludzka jest czesto narazona na dzialanie niekorzystnych czynnikow
$rodowiskowych. Jednym z nich jest promieniowanie UV, ktore jest emitowane przez stonce jak
réwniez pochodzi ze sztucznych Zrédet, takich jak lampy ultrafioletowe stosowane m.in. w
solariach. W obliczu wzrastajgcej zachorowalno$ci na nowotwory skéry zalecane jest stosowanie
kreméw przeciwslonecznych o okre$lonych wskaZnikach przeciwslonecznych SPF lub innych
substancji o potencjalnym dziataniu fotoprotekcyjnym. Ekspozycja na promieniowanie generuje
produkeje reaktywnych form tlenu (RFT) w keratynocytach i fibroblastach skéry. Jednak dzigki
komérkowym mechanizmom obronnym, takim jak prewencyjne uklady enzymatyczne czy
nieenzymatyczne przeciwutleniacze interwencyjne, zostaja one szybko usuniete. Jesli
mechanizmy obronne zawodza, nadmiar RFT rozpoczyna kaskade reakcji prowadzacych do
pogorszenia struktury i funkeji komdrek, modyfikacje oksydacyjne bialek, lipidéw i DNA, a w
konsekwencji nastepuje nieprawidlowa ekspresja genéw. Niewatpliwie fotoprotekcja,
zapobieganie nowotworom i opéznianie proceséw starzenia sg wyzwaniami dla wspélczesnej
dermatologii. W zwigzku z tym rosnie zainteresowanie substancjami pochodzenia naturalnego,
najczesciej w postaci przetworéw roslinnych, ktére moga by¢ stosowane zewngtrznie lub
wewnetrznie. Dzieki wystepujacym w nich zwiazkom o charakterze fenoli, ktére charakteryzuja
sie znacznym potencjatem wychwytywania wolnych rodnikéw, ich zastosowanie sprzyja
ochronie skéry przed nadmiernym narazeniem na czynniki utleniajace powstajace pod
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wplywem promieniowania UV. W zwiazku z tym podjeta przez Panig mgr Pauline Machate
tematyka jest bardzo aktualna i realizuje wspélczesne kierunki badaii substancji pochodzenia
naturalnego majace na celu oceng ich aktywnosci biologicznej i mozliwosci zastosowania w
terapii.

Obiektem badar Doktorantki staly si¢ przetwory roslinne z lisci oliwki europejskiej
(Oleae europaea L), kory i lisci jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.) oraz kory jesionu
koreanskiego (Fraxinus rhynchophylla Hance) nalezacych do rodziny oliwkowatych (Oleaceae)
oraz wyciag z nasion kawy (Coffea robusta L. Linden) z rodziny marzanowatych (Rubiaceae).
Doktorantka w postawionej hipotezie badawczej zalozyta, ze ekstrakty roslinne chronig ludzkie
fibroblasty skory przed szkodliwymi skutkami promieniowania UVA poprzez aktywno$é
antyoksydacyjng, antyapopototyczna oraz przeciwzapalng. Hipoteza ta zostala poparta
wladciwym celem i konsekwentnie realizowanymi zadaniami badawczymi. Za cel pracy
Doktorantka obrala bowiem okreslenie potencjalu i mechanizmow fotoprotekcyjnych
ekstraktow z liSci oliwki oraz z nasion kawy stosowanych w suplementach diety, a takze trzech
ekstraktéw z surowcéw zielarskich - kory i lidci jesionu wynioslego oraz kory jesionu
koreariskiego - wobec fibroblastéw skory linii komérkowej Hs68 - w warunkach in vitro. Wiazato
sig to z realizacjg celow szczegotowych, takich jak:

1) ocena cytotoksycznosci badanych ekstraktow wobec komdrek linii Hs68 i
jednojadrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC),

2) ocena udzialu ekstraktéw roslinnych w ochronie fibroblastéw przed stresem
oksydacyjnym indukowanym promieniowaniem UVA poprzez pomiar zywotnosci komorek,
poziomu uszkodzeri DNA, poziomu wewnatrzkomérkowych RFT w fibroblastach linii Hs68,

3) ocena dzialania przeciwzapalnego (IL-2 i TNFa, MMP-1,-3 i -9, NFkB) i
przeciwutleniajgcego (FRAP, ABTS+, DPPH) wyciggdw,

4) okreslenie wplywu ekstraktéw na uktad tioredoksyna/reduktaza tioredoksyny, proces
apoptozy i starzenia komérkowego (p53, AP-1, kaspazy-8, -9 i -3, -galaktozydaza, biatko Klotho)
w celu wskazania prawdopodobnych mechanizméw odpowiedzialnych za ich dzialanie
antyoksydacyjne i fotoochronne.

Realizujac powyzsze zadania mgr Paulina Machala korzystala z szerokiego wachlarza
metod badawczych z zakresu biologii molekularnej. Doktorantka wykorzystata miedzy innymi
testy immunoenzymatyczne (MMP-1, -3 i -9, kaspazy-8, -9 i -3, B-galaktozydaza, reduktaza
tioredoksyny, p53, AP-1 i NFkB, biatko Klotho), metody fluorescencyjne (H.DCF-DA) oraz test
kometowy stosowany w celu okreslenia uszkodzert DNA. Zywotno$¢ komérek pod wplywem
badanych ekstraktéw czy promieniowania UV mgr Machata zbadata za pomoca testu CCK-8. W
celu oceny potencjalnego dzialania antyapoptotycznego ekstraktéw wobec fibroblastéw
poddanych dziataniu promieniowania UVA zastosowala technike cytometrii przeptywowej
barwigc komorki roztworami aneksyny V i jodku propidyny. Za pomocg metody
spektrofotometrycznej wyznaczyta wskaznik ochrony przeciwstonecznej dla badanych
ekstraktow. W celach eksperymentalnych fibroblasty byly traktowane promieniowaniem UVA
0 gestosci energii 8 J/em?. W zwigzku z tym mozna zauwazyé, ze projekt doktorski mgr Pauliny
Machaly uwzglednia szereg zloZzonych etapéw badawczych i reprezentuje wysoki poziom
zréznicowania warsztatu naukowego. Warto podkresli¢, ze Doktorantka podjela sie ambitnego
zadania naukowego, ujeta je i rozwineta w sposéb wieloaspektowy. Dobér stosowanych metod
badawczych nie budzi zastrzezen. W eksperymentach Doktorantka zastosowala kontrole
pozytywne, takie jak kwas askorbinowy, kwercetyna czy indometacyna. Metodyka pracy zostata
przedstawiona w sposéb bardzo staranny i przejrzysty.
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Wybrane do badania substancje roélinne znajduja zastosowanie w dietetyce i fitoterapii,
dlatego podjecie badari nad ich mechanizmem dzialania, zwlaszcza w kontekscie wykorzystania
ich jako produktéw fotoprotekcyjnych w dermatologii jest uzasadnione. Sg one Zrédlem cennych
zwiazkéw, gléwnie fenolowych. W nasionach kawy zidentyfikowano kwasy fenolowe i
diterpeny, cho¢ moga one takze dostarczaé kofeine z grupy alkaloidéw purynowych. Z kolei
gléwnymi skladnikami lisci oliwki europejskiej sa glikozydy sekoirydoidowe, takie jak
oleuropeina  (glikozydowy ester kwasu elenolowego i hydroksytyrozolu), 11-
demetylooleuropeina, ligstrozyd (glikozydowy ester kwasu elenolowego i tyrozolu), glikozydy
flawonoidowe, giéwnie glikozydy kwercetyny, luteoliny oraz apigeniny, triterpeny, kwasy
fenolowe oraz fenylopropanoidy. Wéréd wolnych aglikonéw sekoirydoidowych w przetworach
z lidci oliwki spotykane sg oleaceina (dialdehydowa forma dekarboksymetylowego kwasu
elenolowego zwigzana z hydroksytyrozolem, 3,4-DHPEA-EDA) oraz oleokantal (dialdehydowa
forma dekarboksymetylowego kwasu elenolowego zwigzana z tyrozolem, 4-HPEA-EDA), przy
czym formy te jako aglikony czesdciej wystepuja we frakeji fenolowej oliwy. W rodzaju Fraxinus
wystepuja z kolei gléwnie kumaryny, sekoirydoidy i fenylopropanoidy. Obecno$¢ kumaryn,
gléwnie eskuliny i fraksyny, jest cechg charakterystyczng, odrézniajgcg go od innych rodzajow
nalezacych do rodziny Oleaceae. W szczegolnosci warto przy tym zwrécié uwage na kumaryny,
ktdre znane sg ze swych wlasciwodci §wiattochronnych i chronigcych przed promieniowaniem
nadfioletowym i jonizujacym - zwlaszcza eskulina. Z drugiej strony niektére zwigzki z tej grupy,
takie jak ksantotoksyna, bergapten czy psoralen dzialajg fotouczulajaco. Z tego powodu wybor
substancji roslinnej zawierajacej kumaryny typu eskulina nalezy uznaé za stuszny w kontekscie
poszukiwania mechanizméw dzialania fotoprotekcyjnego. Analiza fitochemiczna badanych
ekstraktéw zostala przeprowadzona we wspolpracy z Zaktadem Farmakognozji Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, gdzie réwniez zostaly przygotowane
wyciagi z kory i lidci jesionu wyniostego oraz z kory jesionu koreariskiego. Wyniki szczegotowej
analizy fitochemicznej zostaly zamieszczone w rozdziale 13, ktéry stanowil suplement do
przedstawionej pracy. Wyniki badani przeprowadzonych za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z matrycg diodows oraz spektrometrem mas z pulapkg
jonowg (UHPLC-PDA-ESI-MS) potwierdzila obecnosé¢ charakterystycznych grup zwigzkéw w
badanych wyciggach, ktére dotychczas opisano w literaturze. Na uwage zastuguje réwniez fak,
ze dodatkowo zostala przeprowadzona wnikliwa analiza ilosciowa skiadnikéw ekstraktow. W
wyciggu z lisci oliwki oznaczono zawarto$¢ 3 zwigzkéw, w ekstrakcie z nasion kawy - 7, a w
wyciagach z kory i lifci jesionu wyniostego oraz kory jesionu koreanskiego - odpowiednio 18, 17
i 14 zwiazkéw. Taka charakterystyka i standaryzacja materialu badawczego zapewnia jego jakos¢
i stanowi dobrg podstawe do badail aktywnosci biologicznej. Szczegotowa dokumentacja w
postaci chromatogramdw i tabel zostala zamieszczona w Suplemencie.

Przedstawiona mi do oceny praca stanowi monografie w postaci publikacji ksigzkowej,
liczacej 163 strony, w ukladzie typowym dla prac doktorskich. W czesci teoretycznej,
obejmujacej 4 rozdzialy, mgr Machala w sposéb przejrzysty oméwita mechanizmy fotostarzenia
skéry oraz wspélezesne koncepcje ochrony przeciwslonecznej. Zagadnienia omawiane w tych
rozdzialach stanowia dobre uzasadnienie i wprowadzenie do czesSci doswiadczalnej pracy.
Nastepnie, w rozdziale 4. Doktorantka w sposob spéjny omdwita wiasciwosci biologiczne i
prozdrowotne ekstraktéw z substancji roslinnych pochodzacych z rodzin Oleaeceae i Rubiaceae.
W tym miejscu chcialabym zwréci¢ uwage na pewne niescistosci w klasyfikacji zwigzkow.
Niekiedy Doktorantka klasyfikuje ,katechiny” jako flawony lub ,kateching” jako flawon-3-ol,
podczas gdy katechina nalezy do grupy flawan-3-oli. Opisujac zwiazki charakterystyczne dla lisci
oliwki europejskiej Doktorantka wymienita m.in. hydroksytyrozol i tyrozol, ale czasami w
tekécie opisywane byly ,hydroksytyrozyna” czy ,tyrozyna”, ktére jak rozumiem mialy by¢
odpowiednikami hydroksytyrozolu i tyrozolu. Kwas kawowy zostat z kolei sklasyfikowany jako
podstawiony fenol, a bardziej poprawnym stwierdzeniem bytoby przypisanie tego zwigzku do
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grupy kwaséw fenolowych. Podobnie a-tokoferol powinien byé przypisany do grupy tokoferoli
a nie karotenoidéw. Natomiast kwas rozmarynowy i chlorogenowy stanowia wiasciwie
polaczenia estrowe kwaséw fenolowych zwane depsydami, dlatego sformulowanie ,kwasne
pochodne” wydaje si¢ by¢ sformulowaniem potocznym. Z drugiej strony przedstawione na
rycinie 6. struktury zwigzkéw wystepujacych w wybranych do badania substancji roglinnych
wymagalyby weryfikacji, zwlaszcza struktura eskuliny i kwasu 3,4-dikawoilochinowego.
Eskulina jest glikozydem kumarynowym, podczas gdy zaprezentowana na rycinie eskuletyna
jest jej forma aglikonows. Natomiast w zamieszczonej strukturze kwasu kawoilochinowego
podstawniki znajduja si¢ w pozycji 11i 5, a nie - 3 i 4 jako opisano. W dalszej czesci rozprawy
poswiegconej pracy doswiadczalnej Doktorantka uzasadnita podjecie tematu, omdéwila zalozenia
i cele badan, a nastepnie przedstawila materialy, zastosowane metody badawcze, wyniki i
dyskusje. Podczas analizy wynikéw pracy dalo sie zauwazy¢, ze na niektérych wykresach byly
prezentowane wyniki dla wszystkich wyciggdéw oznaczonych akronimami FEL, FEK, FRK, OLE i
GCBE, a na innych tylko niektore. Przykladowo na rycinach 15. i 16. nie zauwazylam wynikéw
dla wyciagu z lisci oliwki europejskiej czy z lisci jesionu wyniostego. Calosé pracy zamyka
podsumowanie wynikéw i wnioski. Warto zwrdcié uwage, ze dyskusja pracy jest bardzo
obszerna i w sposéb wyczerpujacy odnosi sie do aktualnej literatury w zakresie tematycznym.

Pani mgr Machata jest autorkg jednej publikacji zwigzanej z tematyka pracy doktorskiej
“Valorization of the photo-protective potential of the phytochemically standardized olive (Olea
europaea L.) leafextract in UVA-irradiated human skin fibroblasts”, ktéra ukazata sie w czasopi$mie
Molecules (2022, 27, 5144). Publikacji tej przypisuje sig¢ wspétczynnik oddzialywania Impact Factor
(IF) =4.927, MEiN = 140. Czasopismo Molecules znajduje sie na liscie Journal Citation Reports (JCR)
i nalezy do II kwartyla czasopism o najwyzszym IF oraz III kwartyla czasopism o najwyzszej
cytowalno$ci w kategorii Biochemistry & Molecular Biology. W zwigzku z tym mgr Machata spetnia
wymagania dotyczace nadania stopnia doktora opisane w art. 186 pkt. 3 Ustawy Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z 20.07.2018r.

Analizujac wyniki pracy, ktére nie budzg moich jakichkolwiek zastrzezen, nasunelo mi
si¢ kilka pytan, ktére kieruje do Doktorantki.

Dwa wyciagi, tj. z lisci oliwki oraz z nasion kawy zostaly pozyskane komercyjnie. W
opublikowanej pracy mozna znalez¢ informacje nt. producenta suplementu zawierajacego
wyciag etanoclowo-wodny z lidci oliwki (Medica Herbs, Krakéw), ale nieznane jest Zrddio
pozyskania ekstraktu z nasion kawy ani lisci i/lub kory jesionu wyniostego oraz koreanskiego.
Niestety poza informacjg, ze Doktorantka badata ekstrakty metanolowe z lidci if/lub kory jesionu
wyniostego oraz koreanskiego, nie znalaztam opisu sposobu przygotowania tych wyciggéw. Ze
wzgledu na czeste réznice w skladzie oraz jakosci substancji roélinnych czy suplementéw diety,
a takze konieczno$é¢ potwierdzenia tozsamosci badanych surowcéw lub przetworéw z nich
pozyskanych taka informacja wydaje si¢ by¢ istotna. Niekiedy dochodzi bowiem do zafalszowar,
niezgodnosci lub niewlasciwego nazewnictwa substancji roélinnych.

Gestos¢ energii, ktdra w przypadku prezentowanych doswiadczeni wynosila 8 J/cm?, jest
faktycznie tradycyjnie stosowanym parametrem okre§lajgcym naswietlanie komdrek w
warunkach in vitro. Doktorantka wspomniata, Ze ,optymalna =zastosowana dawka
promieniowania zostata ustalona wczesniej doswiadczalnie”. Czy Doktorantka mogtaby podaé
wiecej szczegétéw na temat tej optymalizacji? Z praktycznego punktu widzenia nasuwa sie
pytanie, jak dtugi byt czas naswietlania komérek. Wiaze sie to bowiem z inkubacjg komérek poza
inkubatorem zapewniajgcym standardowe warunki hodowli.

Na jakiej podstawie Doktorantka wybrala steZenia badanych wyciagdéw, tj. 51 25 pg/ml?
Czy Doktorantka podejmowata préby okreslenia wplywu ekstraktéw w wyzszych stezeniach na
zywotnos¢ komorek czy inne parametry bedace przedmiotem przedstawionej rozprawy? Ktéry
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z badanych wyciagéw - wedlug Doktorantki - moze wykazywac najwigkszy potencjal
fotoprotekeyjny na podstawie uzyskanych wynikéw badan?

W przeprowadzonych doswiadczeniach Doktorantka inkubowata komdrki linii Hs68
przez 24 godziny, po czym po plukaniu za pomoca zbuforowanego roztworu soli fizjologicznej
poddawata naswietlaniu promieniami UVA. Nastepnie kontynuowata inkubacj¢ komoérek w
medium hodowlanym bez dodatku wyciagéw. Czy mozliwe jest, ze za efekty obserwowane w
przeprowadzonych eksperymentach odpowiadajg inne zwigzki niz te, ktére zidentyfikowano
pierwotnie w wyciagach za pomocg metod chromatograficznych? Jakie zmiany strukturalne
moga wystepowaé w strukturach zwiazkéw charakterystycznych dla badanych substancji
roslinnych po wplywem promieniowania UVA? Jakim reakcjom moga one - zwlaszcza
kumaryny i sekoirydoidy - ulega¢ w trakcie naswietlania?

Podsumowujac najwazniejsze osiggniecia recenzowanej pracy doktorskiej, nalezy
wymienié rezultaty o najwiekszym, nowatorskim znaczeniu, takie jak:

- wskazanie aktywnosci hamujacej tworzenie indukowanych promieniowaniem UVA
uszkodzent DNA przez badane wyciagi;

- okreélenie wplywu ekstraktéw na poziom ekspresji reduktazy tioredoksyny;

- zmniejszenie aktywnosci B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem pod wplywem
testowanych wyciagow;

-wskazanie, ze badane ekstrakty ograniczajg procesy apoptozy i starzenia komérkowego
poprzez hamowanie poziomu ekspresji biatka p53, czynnikéw transkrypcyjnych AP-1 oraz
NFxB, jak réwniez aktywacje bialka Klotho odpowiadajacego za spowolnienie procesow
fotostarzenia;

- wyznaczenie wskaznikéw ochrony przeciwslonecznej SPF dla badanych wyciagéw.

W recenzowanej pracy potwierdzono, ze badane przetwory roslinne wykazujg ponadto
aktywno$é przeciwutleniajgca, jak réwniez hamuja sekrecje mediatoréw stanu zapalnego.
Dodatkowo - jak wspomniata Doktorantka - wigkszo$¢ przebadanych naturalnych substancji i
wyciagéw roslinnych posiada zbyt niski SPF, by mogly by¢ stosowane samodzielnie w kremach
do opalania, natomiast mogg one stanowi¢ cenny sktadnik kreméw o niskim SPF do codziennego
uzytku. Dzieki temu wykazujg dzialanie fotoprotekeyjne, co moze stanowi¢ podstawe dla ich
dalszych bada’i w warunkach in vivo oraz potencjalnego zastosowania w praktyce
dermatologicznej. W zwigzku z powyzszym badania podjete przez mgr Machale dostarczajg
oryginalnych informacji w zakresie badania aktywnosci wybranych substancji rodlinnych i
charakteryzuja sie znacznym potencjatem aplikacyjnym. W mojej opinii recenzowana praca
oraz liczne kursy i szkolenia, ktére odbyla Doktorantka, potwierdzaja, ze jest Ona gotowa do
samodzielnego planowania i prowadzenia projektdw naukowych. Szeroki zakres metod
badawezych i realizacja zalozonych, wielokierunkowych celéw badawczych pozwala mi na
przedstawienie pozytywnej opinii na temat rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Machaly.

Przechodzac do wnioskéw koricowych stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca
mgr Pauliny Machaly spelnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane rozprawom
doktorskim w Ustawie Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dn. 20.07.2018r. (Dz. U. z 2018

r. poz. 1668 z pézn. zm., dzial V, rozdzial 11 2, art. 186, 187 pkt.1-4). Na tej podstawie wnioskuj
do Komisii ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu hLodzkie
dopuszczenie mer Pauliny Machaly do dalszych etapow tepowania ktorskiego
re ndujac tym sa nie Pani Paulinie Machal nia d I dziedzini
nauk $ci i przyrodnicz linie nauki biologiczne
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