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1. Wykaz stosowanych skrotow

Skrot petna nazwa w jezyku angielskim
petna nazwa w jezyku polskim
ALDH aldehyde dehydrogenase
dehydrogenaza aldehydowa
ALI acute lung injury
ostre uszkodzenie ptuc
ARDS acute respiratory distress syndrome
ostra niewydolno$¢ oddechowa
3BP1 p-53 binding protein
biatko wiazace p53
CSE cigarette smoke extract
ekstrakt dymu tytoniowego
DNA deoxyribonucleic acid
kwas deoksyrybonukleinowy
EGF epithelial growth factor
naskoérkowy (nabtonkowy) czynnik wzrostu
EGFR epithelial growth factor receptor
receptor dla naskorkowego (nabtonkowego) czynnika wzrostu
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagdéw
HMGB1 high mobility group protein 1
biatko grupy wysokiej mobilnosci-1
HSV herpes simplex virus
wirus opryszczki pospolitej
IL-1p interleukin 1beta
interleukina 1beta
IL-6 interleukin 6
interleukina 6
IL-8 interleukin 8
interleukina 8
INF-y interferon gamma
interferon gamma
LPS Lipopolysaccharide
lipopolisacharyd
MIP-1B macrophage inflammatory protein 1 beta
biatko zapalne makrofagéw 1 beta
MMP matrix metallopeptidase
metaloproteinaza
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
dinukleotyd nikotynamidowo-adeninowy
NF-kB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B
NNK nicotine-derived nitrosamine ketone
keton nitrozoaminowy pochodzacy z nikotyny
NOx nitrogen oxides mixture
mieszanina tlenkéw azotu
PD-L programmed cell death ligand
ligand programowanej $§mierci komorki
PM particulate matter
pyl zawieszony
PBMC peripheral blood mononuclear cell

komorki jednojgdrzaste krwi obwodowej



POChHhP przewlekta obturacyjna choroba ptuc
gPCR quantitative polymerase chain reaction
ilo§ciowa reakcja tancuchowa polimerazy
RNA ribonucleic acid
kwas rybonukleinowy
ROS reactive oxygen species
reaktywne formy tlenu
RSV respiratory syncytial virus
syncytialny wirus nabtonka oddechowego
SARS-CoV-2 severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
drugi koronawirus cigzkiego ostrego zespotu oddechowego
TGF-p transforming growth factor beta
transformujacy czynnik wzrostu beta
TNF-a tumor necrosis factor alpha
czynnik martwicy nowotworow alfa
VSV vesicular stomatitis virus

wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej



2. Streszczenie w jezyku polskim

Palenie tytoniu jest jednym z najwigkszych zagrozen dla zdrowia publicznego na
catym $§wiecie. Dym papierosowy zawiera ponad 7000 zwigzkéw chemicznych, w tym
aldehydy. Sa to zwiazki toksyczne, znaczaco przyczyniajace si¢ do rozwoju chorob
odtytoniowych.

B-escyna jest mieszaning triterpenoidowych saponin ekstrahowanych z nasion
kasztanowca zwyczajnego (Aesculus hippocastanum. L.). Jej zastosowanie w
codziennej praktyce klinicznej obejmuje wskazania wenotoniczne i wenoprotekcyjne, w
ktoérych wykorzystywane sg wlasciwosci przeciwobrzekowe, przeciwzapalne i
przeciwutleniajgce tej substancji. Zastosowanie zaawansowanych technik badawczych
doprowadzito w ostatnich latach do lepszego zrozumienia molekularnych
mechanizmow dziatania B-escyny i odkrycia nowych, potencjalnych wskazan dla tego
leku. Wykazano migdzy innymi, ze B-escyna jest silnym aktywatorem dehydrogenazy
aldehydowej (ALDH) — grupy enzyméw katalizujgcych utlenianie aldehydoéw do
nietoksycznych kwaséw karboksylowych. B-escyna moze by¢ zatem potencjalnie
wykorzystana do ograniczenia negatywnych czynnikéw zdrowotnych zwigzanych z
ekspozycja na dziatanie aldehydow podczas palenia tytoniu.

Celem badania cyklu publikacji sktadajagcym si¢ na niniejsza rozprawe¢ doktorska
byla ocena in vitro oraz in vivo wplywu B-escyny na procesy biologiczne zachodzace w
drogach oddechowych eksponowanych na dziatanie dymu papierosowego.

W badaniu in vitro wykorzystano komorki nabtonka btony §luzowej nosa pobrane
od niepalgcych, zdrowych osob. W przeprowadzonych doswiadczeniach oceniono
wplyw 5% ekstraktu dymu tytoniowego (cigarette smoke extract, CSE) na komorki
poddane dziataniu B-escyny (1uM). Wykazano, ze w obecno$ci B-escyny zmniejszata
si¢ cytotoksycznos¢ dymu tytoniowego. W hodowlach komorkowych narazonych na
dziatanie CSE w obecnosci escyny wykazano istotng redukcje liczby uszkodzen DNA.
Zarébwno B-escyna, jak i ekstrakt dymu tytoniowego stymulowaty aktywno$¢
enzymatyczng ALDH, ale obserwowany efekt byt znacznie silniejszy w przypadku
rownoczesnego traktowania komorek CSE oraz B-escyna. Podobne zjawisko
stwierdzono dla ekspresji mMRNA dla izoform ALDH: jednoczesna ekspozycja komorek
na B-escyn¢ i CSE prowadzita po 6 godzinach do najsilniejszego wzrostu ekspresji
ALDH1AL i ALDH3AL1, a po 24 godzinach dla ALDH1A3, ALDH3A2, ALDH3B1 i
ALDH18A1. Ponadto, B-escyna zapobiegata hamowaniu ekspresji ALDH2 indukowanej
przez CSE w 24 godzinie po inkubacji.



W badaniu in vivo oceniano wptyw 7 dniowej suplementacji f-escyna w polaczeniu
z ekstraktem z owocow aronii na procesy zapalne i oksydacyjne w drogach
oddechowych palaczy. Spozywanie produktu zawierajacego B-escyng i ekstrakt z
OwoCOW aronii istotnie obnizylto liczbe neutrofilow w plwocinie indukowanej palaczy w
porownaniu do poziomu neutrofiléw bez suplementacji. W 7 dobie suplementaciji,
liczba neutrofilow w plwocinie palaczy byla istotnie nizsza (p=0,03), osiggajac poziom
porownywalny do poziomu w grupie kontrolnej. W badaniu zaobserwowano
zmniejszony poziom IL-6 i IL-8 w plwocinie indukowanej palaczy w 7 dobie
suplementacji preparatem B-escyny, jednak zmiany te nie osiggnely istotno$ci
statystycznej. Wyniki przeprowadzonego badania pilotazowego sugeruja, ze niskie
dawki B-escyny w polaczeniu z ekstraktem z owocdw aronii mogg wywiera¢ korzystne
dziatanie ochronne, poprzez istotne zmniejszenie akumulacji neutrofilbw w drogach
oddechowych palaczy tytoniu. Mozliwy mechanizm lezacy u podstaw tego zjawiska
moze wynika¢ z aktywacji ALDH i wzmocnienia komorkowej odpowiedzi
antyoksydacyjnej. W przeprowadzonym badaniu B-escyna istotnie podwyzszata
aktywnos$¢ ALDH in vitro w komdrkach PBMC, natomiast in vivo w materiale
biologicznym pobranym z drég oddechowych palaczy tytoniu stwierdzono zwigkszenie
zdolno$ci antyoksydacyjne;.

Przedstawione wyniki sugeruja protekcyjna role p-escyny w redukcji
cytotoksycznosci 1 uszkodzen DNA wywotanych przez dym papierosowy w komorkach
nabtonka drog oddechowych. Potencjalne zastosowanie 3-escyny w ochronie drég
oddechowych przed dziataniem innych czynnikow cytotoksycznych wymaga dalszych

badan na wigkszej grupie ochotnikow.



3. Streszczenie w j. angielskim

Smoking is one of the biggest threats to public health worldwide. Cigarette smoke
contains more than 7,000 chemicals, including aldehydes, considered priority toxicants.
A growing body of evidence supports the thesis of aldehydes as agents in the
development of tobacco-related diseases.

B-escin (a mixture of triterpenoid saponins extracted from Aesculus
hippocastanum. L.) is well known for its endothelial protection. In daily clinical
practice, the main use of escin comes down to venotonic and venoprotective indications,
where its anti-edema, anti-inflammatory and antioxidant properties are exploited. To
date, literature data present the multidirectional effects of escin, confirming its safety
profile, cytoprotective and therapeutic effects. However, recent advances in
understanding its molecular mechanisms of action provide justification for new
applications of B-escin. p-escin is a potent activator of aldehyde dehydrogenase
(ALDH), an enzyme that catalyzes the oxidation of aldehydes to non-toxic carboxylic
acids. B-escin may have potential applications in reducing negative health effects
associated with smoking. The aim of this study was to evaluate in vitro and in vivo the
effects of B-escin on biological processes in airways exposed to cigarette smoke.

The experimental study utilized nasal epithelial cells from non-smoking, healthy
subjects, which were treated with B-escin (1uM) and CSE (5%) and then cell viability,
ALDH activity and mRNA expression for ALDH isoforms were determined after 6 and
24 hours. 24-hour stimulation with p-escin increased the viability of nasal epithelial
cells induced by CSE toxicity. Cell cultures exposed to CSE in the presence of escin
showed a significant reduction in DNA damage. Both p-escin and CSE stimulated
ALDH3AL1 expression (after 6 hours) and ALDH activity (after 24 hours), but the
stimulatory effect was much stronger with simultaneous stimulation with p-escin and
CSE. The presented results indicate a specific biphasic increase in mRNA expression of
ALDH isoenzymes induced by CSE and B-escin. Both B-escin and tobacco smoke
extract stimulated ALDH enzymatic activity, but the observed effect was much stronger
when cells were simultaneously treated with CSE and B-escin. A similar phenomenon
was found for mRNA expression for ALDH isoforms: simultaneous exposure of cells to
B-escin and CSE led to the strongest increase in ALDH1A1 and ALDH3A1 expression
after 6 hours, and after 24 hours for ALDH1A3, ALDH3A2, ALDH3B1 and ALDH18A1.
In addition, B-escin prevented CSE-induced inhibition of ALDH2 expression 24 hours

after stimulation.



Application of B-escin solution in combination with chokeberry fruit extract for 7
days had an effect on the number of neutrophils in smokers' induced sputum. Smokers'
sputum on day 0 contained a significantly higher number of neutrophils and fewer
macrophages (%) compared to non-smokers. On day 7, the number of neutrophils in the
smokers' sputum was significantly lower (p=0.03), reaching a level comparable to the
control group. The applied treatment contributed to a reduction in IL-6 and I1L-8
activity, but these changes did not reach statistical significance. The results of the pilot
study suggest that low doses of -escin combined with chokeberry fruit extract may
exert a beneficial effect on tobacco smokers by significantly reducing neutrophil
accumulation in the airways. A possible underlying mechanism may be due to the
increased ALDH activity demonstrated in PBMCs both in vitro and in vivo, and the
increase in antioxidant capacity found in both induced sputum and saliva.

We have shown, for the first time, that B-escin is an effective agent for supporting
airway epithelial cells against cytotoxicity and DNA damage caused by cigarette smoke.
It increases the antioxidant potential in airways exposed to a toxic agent such as
cigarette smoke. The potential use of B-escin in protecting the respiratory tract from

other cytotoxic agents such as air pollutants requires further study.



4. Wstep

4.1. Problem uzaleznienia od tytoniu na Swiecie.

Pomimo powszechnie znanego ryzyka zwigzanego z paleniem papierosow,
epidemia palenia tytoniu jest jednym z najwigckszych §wiatowych wyzwan dla zdrowia
publicznego 1 jedng z najczestszych przyczyn przedwczesnych zgondw na §wiecie (1).
Wedtug szacunkéw Global Burden of Diseases (GBD), co roku ponad 8 mln ludzi na
$wiecie umiera z powodu chordb odtytoniowych. W Polsce sg one najczestsza
przyczyng zgondéw u mezczyzn i druga co do czgstosci przyczyng zgondéw u kobiet. Do
codziennego palenia tytoniu w 2022 r. przyznalo si¢ az 28,8% dorostych Polakow (2).
Wysokie wskazniki zachorowalno$ci i umieralno$ci zwigzane z ekspozycja na dym
tytoniowy wynikaja z cytotoksycznego, mutagennego, genotoksycznego i

rakotworczego dziatania produktow spalania (3).

4.2 Aldehydy - kluczowe toksyny dymu tytoniowego.

Sposréd ponad 7000 substancji obecnych w dymie papierosowym, Grupa
Badawcza Swiatowej Organizacji Zdrowia ds. Regulacji Produktow Tytoniowych
(WHO TobReg) wskazata 38 najwazniejszych toksyn, z ktorych szes¢ to lotne aldehydy
(1). Z badan wynika, ze ze wzgledu na ich rozpowszechnienie i1 toksyczno$¢, akroleina,
formaldehyd, propionaldehyd, krotonaldehyd 1 butyraldehyd a w szczegdlnosci aldehyd
octowy, sg dla cztowieka wyjatkowo szkodliwe (4,5).

4.3 Przewlekle zapalenie w drogach oddechowych.

Nabtonek oddechowy jest pierwszym miejscem kontaktu drog oddechowych z
toksynami obecnymi w powietrzu, a jego rola polega na ochronie przed przedostaniem
si¢ ich do organizmu. Komorki nabtonka odgrywaja kluczowa role w inicjowaniu
reakcji zapalnej w drogach oddechowych w odpowiedzi na czynniki zewnetrzne.
Naptywajace komorki zapalne, w tym makrofagi, limfocyty i1 granulocyty, produkuja
cytokiny prozapalne, czynniki wzrostu, enzymy proteolityczne, tym samym
przyczyniajac si¢ do progresji uszkodzenia tkanki. Dla przyktadu, proces zapalny w
najlepiej poznanym fenotypie przewleklej obturacyjnej chorobie ptuc (POChP)
charakteryzuje si¢ naptywem do dréog oddechowych limfocytow T, gtéwnie CD8,
makrofagow i neutrofildw. Do najbardziej charakterystycznych dla POChP cytokin

zapalnych zaliczane sg IL-8, ktora dziata chemotaktycznie na neutrofile i makrofagi



oraz IL-1pB, IL-6 i TNF-a (czynnik martwicy nowotworow alfa, tumor necrosis factor
alpha,) promujace i podtrzymujace stan zapalny. Za proces migracji neutrofilow do
drog oddechowych w gtownej mierze odpowiadajg IL-8, IL-1B3, TNF-a i leukotrien B4
(6,7).

Nieinwazyjnym badaniem, za pomoca ktorego mozna okresli¢ typ zapalenia
drog oddechowych, jest ocena sktadu komorkowego plwociny indukowanej. Mimo
pewnych ograniczen, takich jak czasochtonnos$¢, konieczno$¢ spetnienia okreslonych
wymagan aparaturowych i lokalowych oraz potrzeba przeszkolonego personelu, metoda

ta pozostaje badaniem referencyjnym.

4.4 Wplyw aldehydéw z dymu tytoniowego na zapalenie w drogach
oddechowych oraz rola tych zwiazkow w patogenezie chorob odtytoniowych.

Dhugotrwata ekspozycja na dym papierosowy prowadzi do licznych zmian
patologicznych w drogach oddechowych. Sktadniki dymu negatywnie wptywaja na
komorki drég oddechowych, zaburzajac ich funkcje 1 prowadzac do trwatych zmian
strukturalnych w uktadzie oddechowym (4). Uszkodzony nabtonek charakteryzuje si¢
zmniejszong liczba rzgsek 1 ich ostabiong ruchliwoscia, co w potaczeniu z nadprodukcja
$luzu powoduje nieskuteczne usuwanie zalegajacej wydzieliny z drog oddechowych.
Czynniki te, w polaczeniu ze stresem oksydacyjnym, przewleklym stanem zapalnym
oraz zwigkszong rekrutacjg makrofagdéw i neutrofilow do drog oddechowych, sa
gldéwnymi czynnikami przyczyniajacymi si¢, miedzy innymi do rozwoju chorob
obturacyjnych, a w szczegdlnosci POChHP (8,9).

Stres oksydacyjny zwigzany z paleniem tytoniu jest jednym z najlepiej
poznanych mechanizméw prowadzacych do patologii struktur komdrkowych i tkanek 1
jest powigzany z wieloma chorobami odtytoniowymi. Mechanizm stresu oksydacyjnego
obejmuje akumulacje w réznych przedziatach komorkowych reaktywnych form tlenu
(ROS) ktore, jesli nie zostang zneutralizowane, moga uszkadza¢ DNA, lipidy i biatka
9).

Molekularne mechanizmy prozapalnego dziatania aldehydéw obejmujg m.in.
nadmierng produkcje ROS. Przewlekta akumulacja ROS prowadzi do peroksydacji
lipidow, a w efekcie rowniez do produkcji toksycznych aldehydéw, m. in. krotonowego,
akroleiny, 4-hydroksynonenalu - 4HNE, aldehydu malonowego (MDA), ktore tworzg

mutagenne i rakotwodrcze addukty z makroczasteczkami, w tym z np. biatkami, DNA i



RNA, co prowadzi do zaburzen funkcji komdrkowych i nasilenia rekrutacji komarek
zapalnych (10,11).

Wyniki licznych badan wskazuja na aldehydy jako kluczowe czynniki w
rozwoju chorob zwigzanych z paleniem tytoniu, takich jak POChP (12), zaburzen
metabolizmu glukozy, cukrzycy typu 2 (13), dysfunkcji §rodbtonka, prowadzacych do
rozwoju choréb sercowo-naczyniowych czy nowotworowych (4,14). Co istotne, wedtug

danych literaturowych, aldehyd octowy nasila uzalezniajace dziatanie nikotyny (15-17).

4.5 Rola dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) w redukcji toksyczno$ci dymu
tytoniowego.

Obnizenie zawartosci aldehydow w dymie papierosowym stanowi czes$¢ polityki
regulacyjnej majacej na celu zmniejszenie narazenia palaczy na czynniki toksyczne.
Jednoczes$nie rozwazane jest rowniez podej$cie farmakologiczne, ktorego celem jest
zmniejszenie toksyczno$ci aldehydoéw poprzez wykorzystanie substancji
neutralizujacych lub zwigkszenie aktywnosci enzymow degradujacych aldehydy (11).
Skutecznos¢ tych rozwigzan w redukcji toksycznosci dymu papierosowego zostala
udowodniona w badaniach przedklinicznych. Wykazano na przyktad, ze wiazacy si¢ z
aldehydami i blokujacy ich reaktywnos$¢ eksperymentalny lek ADX-102 (reproxalap)
chronit komoérki nabtonka drog oddechowych przed uszkodzeniami wywotanymi

dziataniem ekstraktu z dymu papierosowego (cigarette smoke extract, CSE) (18).

ALDH (EC 1.2.1.3) to super rodzina 19 enzymow, ktore katalizuja oksydacje
aldehydow do kwaséw karboksylowych (19). Jak pokazano in vitro w doswiadczeniach
z uzyciem ludzkich komoérek nablonka oskrzelowego, zwigkszona ekspresja ALDH3A1
zmniejszata cytotoksyczno$¢ wywotang przez CSE (20). Z kolei zastosowanie Alda-1,
drobnoczasteczkowego aktywatora ALDH2 chronito myszy przed uszkodzeniem phuc
wywotanym akroleing (21). Wzmozona aktywnos¢ ALDH jest waznym elementem
odpowiedzi komorkowej chronigcej przed uszkodzeniami kwasow nukleinowych oraz

biatek przez aldehydy.

Cytotoksyczno$¢ wywotana przez dym papierosowy jest w duzej mierze
zwigzana ze stresem oksydacyjnym. W tym kontekscie izoenzymy ALDH odgrywaja
wazng role nie tylko w usuwaniu aldehydow, ale takze w funkcjach antyoksydacyjnych
niezwigzanych z metabolizmem tych zwigzkow. Aktywnos¢ ALDH zwigksza
wydajnos$¢ neutralizacji ROS oraz stymuluje produkcj¢ NADPH, ktory jest niezbgdny
do regeneracji zredukowanego glutationu — kluczowego antyoksydantu komdrkowego.



ROS oraz produkty peroksydacji lipidow, takie jak powstajacy po ekspozycji na dym
papierosowy 4-HNE (4-hydroksynonenal), moga hamowa¢ ALDH, co poteguje stres

oksydacyjny i uszkodzenia komorkowe (22).

4.6. Escyna, stary lek w nowej odslonie.

Nasiona kasztanowca zwyczajnego (Aesculus hippocastanum L.) zawierajg od 3
do 10% escyny, ktora jest mieszaning okoto 80 zwigzkow nalezacych do grupy saponin,
czyli acylowanych glikozyddw triterpenowych. W budowie saponin cechg
charakterystyczng jest tancuch trisacharydowy przy weglu C-3 triterpenu, sktadajacy si¢
z kwasu glukuronowego oraz glukozy, galaktozy lub ksylozy. Gléwnym sktadnikiem
escyny jest B-escyna, czyli protoescygenina estryfikowana kwasem angelikowym przy
weglu C-21 oraz kwasem octowym przy weglu C-22. Czg$¢ cukrowa w czasteczce [3-
escyny sktada si¢ z kwasu glukuronowego oraz dwoéch czasteczek glukozy 1 jest
polaczona wigzaniem glikozydowym z weglem C-3 pochodne;j triterpenu. Wyr6znia si¢
trzy gtowne sktadniki escyny: krypto-, a- oraz -escyna. Mieszanina krypto- i -escyny

to a-escyna (23,24).

O O
Dehydrogenaza aldehydowa

>
i 2

N
N\

R H R OH
aldehyd : Kwas karboksylowy

Rycina 1 Schemat dziatania ochronnego ekstraktu z nasion kasztanowca w

ograniczaniu szkodliwosci tytoniu.
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4.7 Escyna, wlasciwosci i dotychczasowe zastosowanie.

Obecnie jedynym zarejestrowanym wskazaniem do stosowania escyny jest
przewlekta niewydolno$¢ zylna. We wskazaniach wenotonicznych i
wenoprotekcyjnych, wykorzystywane sg wlasciwosci przeciwobrzekowe,
przeciwzapalne i przeciwutleniajace tego preparatu (20,26-28).

Przeciwzapalne i przeciwobrzgkowe mechanizmy dziatania escyny sg
wielokierunkowe (27). Zmniejsza adhezj¢ 1 agregacj¢ neutrofiloéw do srédbtonka
naczyniowego, w konsekwencji redukujac produkcje anionu ponadtlenkowego i
leukotrienu B4 przez te komorki (29). Wyniki badan in vitro wykazaty, ze escyna
zmniejsza przepuszczalno$¢ srodbtonka poprzez hamowanie aktywnos$ci hialuronidazy
0 93%.

Escyna obniza liczb¢ naplywajacych komorek zapalnych rekrutowanych do
miejsca zapalenia, ekspresje TNF-a, IL-1p i IL-6 (30), metaloproteinazy macierzy-9
(matrix metallopeptidase 9, MMP9) oraz poziom NOXx (31). Badania z zastosowaniem
modelu szczurzego wykazaty, ze f-escyna chroni regenerujace si¢ migsnie przed atrofig
poprzez zwigkszenie liczby widkien mie§niowych, zmniejszenie stanu zapalnego i
hamowanie post¢pu widknienia (3).

Wyniki innego badania sugeruja, Zze naczyniowy mechanizm przeciwzapalny -
escyny obejmuje zaburzenia homeostazy cholesterolu prowadzace do zaburzenia
organizacji cytoszkieletu, a nastgpnie zmniejszonej aktywacji NFkB 1 obnizonej
regulacji biatek efektorowych indukowanych przez TNF-a (3).

Doniesiono réwniez, ze dziata synergistycznie z glikokortykosteriodami (GC)
wzmacniajgc ich dziatanie przeciwzapalne (32), przyczyniajac si¢ tym samym do
redukcji dawki i zmniejszenia dziatan niepozadanych steroidow (33). Inne badanie
potwierdzito jej dzialanie przeciwzapalne w poréwnaniu z ibuprofenem i
deksametazonem w modelu synowiocytéw w chorobie zwyrodnieniowej stawéw (34).
Budowa chemiczna B-escyny, jej pierscieniowy uktad szkieletu triterpenowego jest
bardzo podobny do glikokortykoidu - kortyzolu, endogennego liganda dla receptor
glikokortykoidowy (GR), oba te zwigzki nalezg do tetracyklicznych triterpenoidow.
Dlatego uwaza sig, ze opisywany efekty przeciwzapalny escyny moze wynikac z jej

wplywu na GR, gdyz jest ona jego czg$ciowym agonista (13).
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4.8 Wplyw escyny na aktywnos¢ dehydrogenazy aldehydowe;j.

Dzigki zastosowaniu zaawansowanych technik badawczych mozliwe byto
odkrycie nieznanych wczesniej wlasciwosci escyny (25). Wyniki opublikowanych kilka
lat temu badan ujawnity, ze B-escyna jest silnym aktywatorem ALDH, ktéry odgrywa
kluczowa rolg w szlakach biotransformacji substancji toksycznych, prowadzac m.in. do

detoksykacji aldehydow powstajacych w wyniku stresu oksydacyjnego (3).

4.9 Ochronny wplyw escyny na uklad oddechowy.

W leczeniu uzaleznienia od tytoniu oprocz interwencji farmakologicznych 1
behawioralnych, rozwaza si¢ przyjmowanie funkcjonalnych produktow spozywczych w
celu kompleksowego wsparcia reakcji antyoksydacyjnych u palaczy (20,35).
Wspomagajace zastosowanie suplementacji escyng moze by¢ ukierunkowane na
powyzszy cel, poprzez neutralizacje stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego w drogach
oddechowych.

Wisréd eksperymentalnych metod zmniejszania stanu zapalnego wywotanego
przez palenie papierosow, szczeg6Olnie obiecujace sg metody majace na celu obnizenie
poziomu aldehydéw w drogach oddechowych, poprzez zwigkszenie ich rozktadu np.
poprzez stymulacj¢ aktywnosci ALDH, rodziny kluczowych enzymow

przeksztalcajacych aldehydy w inne metabolity.

4.10 Zastosowanie escyny w leczeniu ostrych stanéw uszkodzenia phuc.

Wplyw escyny na uktad oddechowy jest $cisle zwigzany z jej bezposrednim
wplywem na $rodbtonek, zwtaszcza w stanach ostrych takich jak zapaleniu ptuc czy
wstrzas septyczny. Ostre uszkodzenie ptuc (acute lung injury, ALI), ostra niewydolno$¢
oddechowa (acute respiratory distress syndrome, ARDS) to ciezkie stany
charakteryzujace si¢ ostrg odpowiedzig zapalna, ktora prowadzi do uszkodzenia
komorek §rodblonka naczyn wlosowatych phluc 1 komorek nablonka pecherzykow
ptucnych. Dochodzi wéwczas do rozpadu glikokaliksu §rodbtonka, ktéry odgrywa
kluczowga rolg¢ w utrzymaniu przeznaczyniowej wymiany wody i substancji
rozpuszczalnych (36,37). Wykazano, ze -escyna moze mie¢ potencjalne zastosowanie
we wspomaganiu leczenia ostrych standéw poprzez wplyw na cytoszkielet aktynowy,

zwickszenie zawartosci podokaliksyny regulujgcej integralno$¢ naczyn.
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W badaniu na myszach, w ktérym uszkodzenie pluc wywotano
lipopolisacharydem (lipopolysaccharide, LPS), wstgpne leczenie escyng wykazato
korzystny efekt: zmniejszyto $miertelnos¢, ztagodzito uszkodzenia ptuc oraz obnizyto
poziom mediatorow zapalnych (TNF-a, IL-1B i NO). Terapia ta poprawiata endogenng
zdolno$¢ antyoksydacyjna, redukujac aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
peroksydazy glutationowej (GPx) 1 mieloperoksydazy (MPO), a takze zwigkszajac
poziom glutationu (GSH) i dialdehydu malonowego (MDA). Dodatkowo obserwowano
wzrost ekspresji GR w phucach (38). Potencjalny mechanizm dziatania escyny w
hamowaniu przepuszczalnosci srodbtonka indukowanego silnym zapaleniem
zwigzanym z ekspresja biatka grupy wysokiej mobilnosci-1 (high mobility group
protein-1, HMGB1), np. po uszkadzajgcym dziataniu LPS, polega na hamowaniu
ekspresji akwaporyny.

Ponadto, wyniki badan z uzyciem modeli zwierz¢cych wykazaty jej dziatanie
przeciwwirusowe i przeciwbakteryjne przeciw patogenom m.in. takim jak: RSV, SARS-
CoV-2, wirus Denga, HSV-1, VSV czy pneumokoki (39,40). Dla przyktadu, w mysim
modelu pneumokokowego zapalenia ptuc, 4-dniowe podawanie escyny istotnie
zmniejszyto nasilenie zapalenia ptuc, co sugeruje jej potencjalne zastosowanie w
leczeniu wspomagajacym (41,42). Nie znalazto to jednak odzwierciedlenia w zadnych
p6zniejszych globalnych zaleceniach dotyczacych leczenia chorych zakazonych SARS-

CoV-2 czy innymi patogenami.

4.11. Potencjalne przeciwnowotworowe wlasciwosci escyny.

Zainteresowanie badaczy B-escyna skupia si¢ rOwniez na jej potencjalnym
dziataniu przeciwnowotworowym obejmujgcym indukcje apoptozy, hamowanie
proliferacji komdrek nowotworowych (43,44), a takze jej wlasciwosci antyoksydacyjne
opierajace si¢ na aktywacji ALDH.

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ zaburzonym stanem redoks, gdzie
nadmierna produkcja reaktywnych form tlenu (reactive oxygen species, ROS) prowadzi
do oksydacji wielonienasyconych kwasow thuszczowych, co skutkuje kumulacja
aldehydow. W tym kontekscie zwigkszenie ekspresji ALDH1AL1 moze wspomagac
neutralizacj¢ ROS (45,46). Wykazano, ze ALDH1A1 moze promowac inicjacje i
progresje nowotworu a takze korelowa¢ z zaawansowaniem raka ptuca i1 stopniem jego

ztosliwosci (46).
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Eksperymentalne wyniki sugeruja, ze f-escyna moze mie¢ potencjalne
zastosowanie w chemoprewencji raka ptuca. W modelu mysim, w ktorym uzyto
kancerogenu z dymu papierosowego 4-(metylo-nitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-1-
butanonu (NNK), B-escyna wplywata na regulacje ekspresji ALDH1AT1 i p-Akt oraz
indukowata ekspresje p21, co skutkowato zahamowaniem wzrostu komorek raka (47).

W badaniach z uzyciem modelu mysiego wykazano, ze wprowadzenie -escyny
do diety hamowato proliferacje gruczolakoraka oraz op6zniato progresj¢ gruczolaka do
gruczolakoraka (48).

Cho¢ dane literaturowe sugeruja plejotropowe witasciwosci escyny, a w
niniejszym wstepie wymieniono zaledwie czg$¢ z nich, to wcigz brakuje badan
klinicznych, ktore potwierdzatyby jej skuteczno$¢ i uzasadnienia zastosowania w terapii
poza wskazaniami zarejestrowanym dla tego leku. Wiele opublikowanych badan nie
dostarcza jednoznacznych dowodow na zasadno$¢ stosowania escyny w praktyce
klinicznej poza jej aktualnym, zarejestrowanym wskazaniem. Z drugiej jednak strony,
jest to preparat o potwierdzonym profilu bezpieczenstwa i nowe dane wspieraja
koniecznos$¢ prowadzenia dalszych badan zmierzajgcych do rozszerzenia jego
zastosowania w innych niz dotychczas wskazaniach. Repozycjonowanie, czyli
wprowadzanie na rynek dobrze znanych i doktadnie przebadanych substancji w nowych
wskazaniach, stanowi popularng strategia stosowang w przemysle farmaceutycznym
(49, 50).

W opisanych ponizej badaniach podj¢tam probe oceny dziatania f-escyny jako
czynnika ochronnego przeciwdziatajacego negatywnemu wptywowi dymu tytoniowego

na uktad oddechowy.
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5. Zalozenia i cele pracy

Palenie tytoniu jest niezwykle istotnym problemem zdrowia publicznego na
swiecie. Wysokie wskazniki zachorowalnosci 1 umieralno$ci zwigzane z narazeniem na
dym tytoniowy wynikajg z cytotoksycznego, mutagennego, i rakotworczego dziatania
sktadnikéw dymu papierosowego. Dym papierosowy zawiera ponad 7000 sktadnikow,
sposrod ktorych jednymi z najbardziej toksycznych sa m. in. aldehyd octowy i inne
aldehydy. B-escyna charakteryzuje si¢ wlasciwosciami przeciwobrzekowymi,
przeciwzapalnymi i przeciwutleniajacymi. Wyniki badan ujawnity, ze f-escyna jest
réwniez silnym aktywatorem dehydrogenazy aldehydowej — kluczowego enzymu
szlakow biotransformacji substancji toksycznych, prowadzacego m.in. do detoksyfikacji
toksycznych aldehydow powstajacych w wyniku stresu oksydacyjnego i zawartych w
dymie papierosowym. Wobec dostepnych danych literaturowych sformutowatam
hipoteze¢ badawcza, ktdra zaklada, ze B-escyna moze dziata¢ przeciwzapalnie,
antyoksydacyjnie i cytoprotekcyjnie w dogach oddechowych narazonych na dziatanie
dymu papierosowego.

Badania stanowigce moja rozprawe doktorska dotycza oceny in vitro oraz in
Vivo dziatania B-escyny na uktad oddechowy po dziataniu dymu papierosowego.
W pracy eksperymentalnej wykorzystano pierwotne komorki nablonka blony sluzowe;j
nosa jako czgsto stosowany model zastgpczy dla komorek nablonka oskrzelowego.
W badaniu tym oceniano wptyw B-escyny na zywotnos¢, uszkodzenia DNA, ekspresje
izoform ALDH oraz aktywnos$¢ enzymatycznag ALDH w komoérkach stymulowanych
CSE. Natomiast w drugiej pracy z cyklu stanowigcego niniejszg rozprawe¢ doktorska,
oceniano potencjat antyoksydacyjny oraz procesy zapalne w materiatach z drog

oddechowych o0s6b palacych przyjmujacych preparat B-escyny przez tydzien.
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Sformutowano nastepujacy cel gtéwny i cele szczegdtowe badan sktadajacych

si¢ na niniejsza rozprawe doktorska:

Cel glowny:
1. Ocena in vitro oraz in vivo wptywu B-escyny na procesy biologiczne zachodzace

w drogach oddechowych eksponowanych na dziatanie dymu papierosowego.

Cele szczegolowe:

1. Ocena wptywu B-escyny na zywotno$¢ komorek nabtonka blony §luzowej nosa
oraz uszkodzenia DNA komarek eksponowanych na CSE.

2. Analiza wptywu B-escyny na aktywno$¢ ALDH oraz ekspresje mRNA izoform
ALDH w komorkach nabtonka btony §luzowej nosa stymulowanych CSE.

3. Ocena dziatania B-escyny na aktywno$¢ ALDH w komorkach jednojadrzastych
krwi obwodowej (PBMC) zdrowych niepalacych 0s6b w warunkach in vitro i in
Vivo.

4. Ocena wplywu tygodniowej suplementacji preparatem zawierajgcym B-escyne i
ekstrakt z owocOw aronii na procesy zapalne oraz stres oksydacyjny w drogach

oddechowych palaczy tytoniu.
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6.1 Publikacja nr 1

B-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-induced cell death.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Key words: Background: The tobacco use is one of the biggest public health threats worldwide. Cigarette smoke contains over
[-escin 7000 chemicals among other aldehydes, regarded as priority toxicants. fi-escin (a mixture of triterpenoid sa-
Tobacco ponins extracted from the Aesculus hippocastanum. L) is a potent activator of aldehyde dehydrogenase (ALDH) —

iji-gnm:ne smoke extract an enzyme catalyzing oxidation of aldehydes to non-toxic carboxylic acids.
Epithelium Purpose: The aim of this study was to evaluate the effect of f-escin on ALDH activity, ALDH isoforms mRNA

P and cy in nasal epithelial cells exposed to cigarette smoke extract (CSE).
Methods: Nasal epithelial cells from healthy non-smokers were treated with f-escin (1 pM) and exposed to 5%
CSE. After 6- or 24-hours of stimulation cell viability, DNA damage, ALDH activity and mRNA expression of
ALDH isoforms were examined.
Results: 24 h p-escin stimulation revised CSE induced cytotoxicity and DNA damage. Cells cultured with p-escin or
exposed to CSE responded with strong increase in ALDH activity. This effect was more pronounced in cultures
treated with combination of f-escin and CSE. The strongest stimulatory effect on ALDH isoform mRNA expression
was observed in cells cultured simultaneously with f-escin and CSE: at 6 h for ALDHIAT and ALDH3A1, and at
24 h for ALDH1A3, ALDH3A2, ALDH3B1, and ALDHI18A1. Combined fi-escin and CSE treatment prevented the
CSE-induced inhibition of ALDH2 expression at 24 h.
Conclusions: p-escin is an effective ALDH stimulatory and cytoprotective agent and might be useful in the pre-
vention or supportive treatment of tobacco smoke-related diseases.

1. Introduction

Cigarette smoking remains one of the leading causes of premature
death worldwide [6]. The high morbidity and mortality rates associated
with tobacco smoke exposure are due to cytotoxie, mutagenic, genotoxic
and carcinogenic effects of cigarette smoke constituents and combustion

toxicants [30,41]. Among the more than 7000 chemicals found in
cigarette smoke, World Health Organization Study Group on Tobacco
Product Regulation (WHO TobReg) identified 38 molecules regarded as
priority toxicants, of which six are volatile aldehydes [39]. An estima-
tion of exposure to aldehydes from cigarette smoke and risk assessment
studies show that due to their pervasiveness and toxicity, acrolein,

products. The contributions of individual comp to smoke-induced
deleterious health effects has been a subject of extensive studies which
led to identification and potency ranking of major cigarette smoke

Abbreviations: AHR, aryl hydrocarbon receptor; ALDH, aldehyd bolizil

Idehyde, formaldehyde, prog Idehyde, cr Idehyde, and
butyraldehyde have particularly detrimental effects on human health
[30,39,41]. Accumulating evidence supports the notion of aldehydes as

ldehyde dehyd: CSE, ci; smoke extract; Fancd2, Falconi

anemia complementation group D2; LDH, lactate dehyd qPCR,

PCR; ROS, reactive oxygen species; SEM, standard error of mean; WHO TobReg,
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causative factor in the development of smoke-related diseases including
chronic obstructive pulmonary disease [51] nicotine addiction [2.15.
501, chronic liver disease [33], aberrations in glucose metabolism,
type-2 diabetes and insulin resistance [14], infertility and adverse
pregnancy outcomes [1] and endothelial dysfunction leading to the
development of cardiovascular disease [30]. As predominant tobacco
smoke carcinogens, aldehydes are able to induce carcinogenesis in
various organs [53]. Molecular mechanisms of aldehyde toxicity indi-
cate that by forming adducts with macromolecules (e.g., proteins, DNA,
and RNA) these substances cause inactivation and disruption of cellular
functions [27].

While mandatory lowering aldehyde levels in cigarette smoke is a
part of regulatory policy for reducing of to toxicants,
pharmacological approaches mmgutmg their health impact are also
considered. Therapeutic strutegls to alleviate aldehyde toxicity have

lly fe d on red their load with scavengers and on
enh.uncmg their metabolism by increasing activity of enzymes convert-
ing aldehydes to other metabolites [13]. The efficacy of these ap-
proaches in reducing cigarette smoke toxicity has been d rated in

Biomedicine & Pharmacotherapy 170 (2024) 115924

Table 1

The cohorts’ characteristics.
Age (years) 335+ 8.4
Race Caucasian
Gender (Male/Female) (6/9)
BMI (kg/m?) 21.8+ 23
FEV, (% predicted) 1047 =92
FEV/VC (%) 96.8 + 12

antibody (Invitrogen, cat. No. A-11008), normal goat serum (Abcam,
cat. no. ab7481) DAPI, Vectashield Mounting Medium for Fluorescence
with DAPI (Vector Laboratories, Inc.).

2.2. Nasal epithelial cell isolation and culture

Epithelial cells were obtained by nasal brushing (Cytobrush Plus GT,
CooperSurgical) from healthy, non-smoking subjects (n = 15) with a
negative history of chronic lung di an ab: of the respi v

preclinical studies. For example, recently published data showed
decreased cigarette smoke extract (CSE)-mediated airway epithelial cell
injury after treatment with an aldehyde trapping dmg ADX 102 (also
known as Reproxalap) [37]. Among aldehyd

aldehyde dehydrogenase (ALDH) seem the most promising for funher
research. ALDH (EC 1.2.1.3) is a superfamily of 19 enzymes that catalyze
oxidation of aldehydes to carboxylic acids [20]. As shown in vitro in
immortalized primary human bronchial epithelial cells, overexpression
of ALDH3A1 d CSE-induced cy icity [22]. In mice,
acrolein-induced lung injury could be prevented and rescued by Alda-1,
a small-molecule activator of ALDH2 [29]. These results substantiate
further investigation of other compounds preventing aldehyde accu-
mulation and protecting against aldehyde-related injury, which may
occur after smoke inhalation.

A recent study revealed that p-escin, a mixture of triterpenoid sa-
ponins extracted from the seed of horse chestnut tree (Aesculus hippo-
castanum L), is a strong activator of ALDH activity [48]. The current use
of the drug is restricted mainly to ic and P ive in-
dications, but recent advances in the und ding of molecul
mechanisms of -escin action provide rationale for its novel uses beyond
the current vascular indications [12]. In the present study we used
primary human nasal epithelial cells as a well described surrogate model
for bronchial epithelial cells [34] to examine the effect of f-escin on cell
viability as well as on ALDH activity and ALDH isoforms mRNA
expression in cells exposed to CSE.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

For cell cultures we used: Airway Epithelial Cell Growth Medium
(PromoCell, cat. no. C-21060), antibiotics/antimycotic (Streptomycin,
Amphotericin B, Penicillin, Thermo Fisher, cat. no. 15240062), Accutase
(BD Biosciences, cat. no. 561527). For cell stimulation we used: 1R6F
with filter (Kentucky Tobacco Research and Development Center at the
University of Kentucky), f-escin (amorphous p-escin, CAS No:
6805-41-0, Nobilus Ent). The cytotoxicity was d by Cy
assay (Promega, cat. no. G1780). For mRNA isolation, reverse tran-
scription and PCR we used: Tri reagent (Sigma Aldrich, cat. no. T9424),
reagents purchased from Thermo Fisher Scientific: ¢cDNA R

symp normal sp ry confirmed during clinical examination,
and no respiratory tract infection within three months prior to the cell
collection. The study protocol was approved by the Ethical Committee of
the Medical University of Warsaw (KB/91/2019) and all subjects pro-
vided informed consent. The characteristics of study participants is
presented in Table 1. The cells were detached from the brush by gentle
agitation, centrifuged (300 g, 10 min, RT) and treated with Accutase for
10 min in 37 °C. The cell pellet was resuspended in a final total volume
of 5 ml of Airway Epithelial Cell Growth M growth medium containing
antibiotics/antimycotic (streptomycin, amphotericin B, penicillin,) and
seeded onto sterile plastic T25 bottles for 24 h at 37 °C. The non-
adherent cells were removed, and the cell medium changed. The
adhered cells were cultured until 80% confluency. Cells were treated
with p-escin 30 min prior to CSE exposure.

3. Data are presented as mean + SD
3.1. Cigarette smoke extract preparation

100% CSE was generated as previously described [47]. Briefly,
smoke of research cigarettes 1R6F with filter was bubbled through 10ml
of PBS in a closed environment with tension — 74 KPa for approximately
4.5 min. The obtained CSE, considered as 100%, was sterilized filtered
through a 0.2 ym filter (TPP) and used i diately at final a-
tion of 5%. Concentrations higher that 5% CSE caused high cytotoxicity
in our cell model (data not shown), which remains in agreement with
previously published results [9.56].

3.2. Cell viability assays

To evaluate viability of nasal epithelial cells treated with different
concentrations of f-escin and CSE lactate dehydrogenase (LDH) release
was measured with Cytotox96 assay. Complementary automated cell
method with propidium iodide dye was used to validate the LDH release
(Luna, Logos Biosystems).

3.3. DNA damage assessment

The DNA double stand breaks (DSB) were visualized by immunocy-
1d of 53BP1 foci under a fluorescence microscope as

Transcription Kit with RNase Inhibitor (cat. no. 4374967), TagMan
Gene expression master mix (cat. no. 4369016), primers and TagMan
probes (cat. no. AM16708). ALDH activity was evaluated using Alde-
hyde Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit (Sigma Aldrich,
cat. no. MAK082).

For DNA damage staining we used anti-53BP1 polyclonal antibody
(Novus, cat. No. NB100-304), and the anti-rabbit Alexa 488 secondary

previously described [3]. For the assessment of anti-53BP1 antibody
fluorescence signal intensity, histograms of green color channel were
created and evaluated with Affinity Photo v. 1.10 software.

3.4. mRNA isolation, reverse transcription and quantitative PCR analysis

Total RNA was isolated from the cells using Tri reagent. The
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Table 2

Assay ID of primers and TagMan probes used in real-time

qPCR.
Gene Symbol Assay ID
ALDH1A1 Hs00946916_m1
ALDHI1A3 Hs00167476_m1
ALDH2 Hs01007998_m1
ALDH3A1 Hs00964880_m1
ALDH3A2 Hs01116403_m1
ALDH3B1 Hs00997594 m1
ALDH18A1 Hs00161078_m1
IL1p Hs01555410_m1
-6 Hs00174131_m1
-8 Hs00174103_m1
18 s IRNA Hs99999901 s1
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Fig. 1. Cell viability of primary human nasal epithelial cells exposed to
different concentrations of f-escin. The results are presented as mean + SEM
(n = 10). Data were compared using ordinary one-way ANOVA followed by the

Tukey's multiple comparisons test with a single pooled variance; * p < 0.05; * *
p <0.01; * ** p <0.001.

concentration and purity of isolated RNA was assessed by DU650
spectrophotometer (Beckman Coulter). cDNA synthesis was carried out
with 1 pg of total RNA using cDNA Reverse Transcription Kit with RNase
Inhibitor.

cDNA amplification was performed in ABI-Prism 7500 Sequence
Detector System (Applied Biosystems). For quantitative PCR (qPCR)
reaction 0.7 pl of cDNA was amplified in 14 pl PCR volume, containing a
TagMan master mix with 150 nM of specific primers and 100 nM of
probe. By real-time qPCR the expression of seven ALDH isoforms, i.e.,
ALDH1A1, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3A1, ALDH3A2, ALDH3B1 and
ALDH18A1, was quantified. 18 s rRNA served as a reference gene for
mRNA expression normalization. Assay ID of primers and TaqMan
probes used for real-time qPCR are shown in Table 2. Relative
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Fig. 2. Cell viability of primary human nasal epithelial cells exposed to fj-escin
and CSE for 24 h. The results are presented as mean + SEM (n =9 —15). Data
were analysed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the
Tukey's multiple comparisons test with a single pooled variance. Abbreviations:
control, untreated cells; escin, cells treated with 1uM f-escin; CSE, cells
exposed to 5% CSE; * p < 0.05; * * p < 0.01; * ** p < 0.001.

quantification values were calculated by the 22T method (7500
Software, Thermo Fisher Scientific).

3.5. ALDH activity

ALDH activity was determined using the Activity Colorimetric Assay
Kit according to manufacturer’s instructions in lysates prepared from
cells grown to 100% confluency on 6-well plate.

3.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism (version
9.3.1). The ordinary one-way ANOVA test followed by Tukey’s multiple
comparisons test were used for analysing the differences between
groups. The Mann-Whitney test was applied for pairwise comparisons.
Results are presented as mean and standard error of mean (SEM). Dif-
ferences were considered statistically significant at p < 0.05. The
following determinations were used: * p < 0.05; * * p < 0.01; * ** p <
0.001.

4. Results

4.1. f-escin attenuates CSE -induced cytotoxicity and DNA lesions of
nasal epithelial cells

p-escin concentration used in the study was selected based on the
results of cell viability assay showing that for primary human nasal
epithelial cells 1 pM is the highest non-toxic dose of the drug (Fig. 1).

The effect of fj-escin on CSE-induced cytotoxicity in primary human
nasal epithelial cells is depicted in Fig. 2. The significant reduction in
cell viability observed after 24 h exposure to 5% CSE led to could be

20



M. Sottysiak et al

*k

% %k *

ty [a.u.]

inosi

average lum

&

Fig. 3. DNA damage in nasal epithelial cells. Data are shown as mean + SEM.
Abbreviations: control, untreated cells; escin, cells treated with 1 yM p-escin;
CSE, cells exposed to 5% CSE; * p < 0.05; * * p < 0.01; * **p < 0.001.
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almost completely reversed with 1 M f-escin. Complementary cell-
counting experiment confirmed these findings (data not shown). The
cytotoxicity results remain in good ag with DNA d
response, as evidenced by the recruitment of 53BP1, which is a DNA
double-strand breaks - responsive protein (Fig. 3). While in CSE-treated
cells accumulation of 53BP1 is evident, it is not observed in cells exposed
to CSE after pre-treatment with f-escin.

4.2. ALDH activity and ALDH isoforms mRNA expression

Primary human nasal epithelial cells cultured with p-escin (1 pM) or
exposed to CSE (5%) responded with strong i in ALDH activity. A
time-course analysis revealed that for both treatments the maximum
change was observed at 24 h and the rise in the enzyme activity was
similar (Fig. 4A and B). A significantly more pronounced response was
evoked with combination p-escin and CSE (Fig. 4C). qPCR analysis of
mRNA expression in nasal epithelial cells revealed a strong stimulatory
effect of f-escin on ALDH1A1, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3A1, ALDH3A2,
ALDH3B] and ALDHI8A1 expression (Fig. 5A). Among the evaluated
isoenzymes the earliest statistically significant increase in mRNA level
was observed at 3 h for ALDH1A3 and ALDH3A2. A later response, at
6 h, was revealed for the remaining genes. At 24 h mRNA levels were
still rising only for ALDH1A3 and ALDHZ; for the rest of the isoenzymes
mRNA expression did not differ statistically from mRNA expression in
unstimulated cells.

Strongly up-regulated expression of all the evaluated ALDH isoforms
was also detected in cells exposed to CSE, albeit with different kinetics
and to much higher levels (Fig. 5B). The eatliest, statistically significant
response was detected already at 1h for ALDHIAI, ALDH2 and
ALDH3AZ2; for ALDH3A1 and ALDH18A]1 the increase in mRNA levels at
1 h did not reach statistical significance. At 24 h mRNA levels were
decreasing for most of the analyzed isoenzymes with the exception of
ALDH1A3 and ALDH3A1 which we identified as late responders. Of
note, for ALDHIA1 and ALDH2, their mRNA levels were significantly
lower at 24 h as compared to time mRNA expression in control cells.

Significantly stronger stimulatory effect on ALDH isoforms mRNA
expression was observed in cells cultured simultaneously with f-escin
and CSE: at 6 h for ALDH1A1 and ALDH3A1, and at 24 h for ALDH1A3,

CSE kK

Kk %
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> 100 2 100 3 100
> > >
3 3 3
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Fig. 4. ALDH activity in primary human nasal epithelial cells. Time-course activation of ALDH activity following exposition to f-escin (n = 7) (A), CSE (n = 7) (B),
and 24 h combined p-escin and CSE treatment (n = 15) (C). Abbreviations: control, untreated cells; escin, cells treated with 1 uM f-escin; CSE, cells exposed to 5%

CSE; * p <0.05; * * p < 0.01; * ** p < 0.001.
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Fig. 6. ALDH isoforms mRNA levels in primary human nasal epithelial cells treated with combination of f-escin and CSE at 6 h (A) and 24 h (B). Abbreviations:

control, untreated cells; escin, cells treated with 1 pM f-escin; CSE, cells exposed to 5% CSE; * p < 0.05; * * p

ALDH3A2, ALDH3B1, and ALDH18A1 (Fig. 6). In addition, combined
p-escin and CSE treatment pr d the CSE-induced inhibition of
ALDH2 expression at 24 h. This phenomenon could be noticed also for
ALDH1A1 but the effect was not statistically significant.

5. Discussion

Despite a nearly universally known health risks due to tobacco smoke
exposure, smoking continues to significantly contribute to a global rate
of morbidity and monnhty Wlule efforts to expedite the demise of
cigarette ki igated are also pharmacological
methods to reduce smoke toxlclty that may warrant improving public
health. In this study we have demonstrated for the first time that §-escin
is an efficient drug rescuing human airway epithelial cells from CSE-
induced cytotoxicity and DNA lesions. The proposed mechanism un-

<0.01; * ** p < 0.001.

repurposing.

CSE-evoked increase in ALDH activity and ALDH isoenzyme
expression at gene and protein level in airway epithelial cells has been
reported previously [17,21,22]. Although important for understanding
the endogenous protective mechanisms of respiratory epithelium, this
phenomenon has not been fully defined yet. The results of our study
reveal a particular, two-wave pattern of CSE-induced expression of
ALDH isoforms. The first wave occurring within 1-3 h after CSE expo-
sure involves ALDH1A1, ALDH2 and ALDH3A2, whereas in the second
wave observed after 6-24 h upregulated are ALDHIA3, ALDH3AI,
ALDH3B] and ALDH18A1. Among the fastest responding isoforms,
ALDHI1A1 and ALDH2 are reported to be susceptible to acrolein,
4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) and malondialdehyde which are alde-
hydes generated as by-products of lipid peroxidation but are also

bundantly present in cigarette smoke [55]. By showing CSE inhibitory

derlying the beneficial efficacy of p-escin, shown here in vitro, could
involve an increase in ALDH activity and up-regulation of mRNA
expression of ALDH isoenzymes. We still need to investigate whether the
mechanism of p-escin protective action is duectly associated wuh ALDH
and its increased activity, and/or i protein exy In
addition, p-escin prevents CSE-dependent inhibition of ALDH2 expres-
sion. Importantly, the observed p-escin-evoked increase in ALDH activ-
ity and mRNA expression was significantly more prominent in cells
exposed to CSE as compared to untreated control. This suggests that the
drug may be particularly useful in preventing and protecting against
aldehyde-related injury, which may occur after smoke inhalation
although in vivo validation studies are needed to fully support p-escin-

effect on ALDH1A1 and ALDH2 at mRNA level after 24 h of stimulation
we demonstrate that the hanism of the af ioned suscepti-
bility of these two isoenzymes to cigarette smoke aldehydes involves
transcriptional regulation. The effect of f-escin on ALDH activity has
been recently described [48], but there is still no data on the
drug-evoked changes in ALDH isoforms expression. Similarly, to CSE, in
p-escin-treated cells we observed a two-wave pattern of ALDH isoforms
expression, but the array of fast- and late- responding genes differed
significantly. In the early, p-escin-evoked response we identified
ALDH1A3, ALDH3A1, ALDH3A2 and ALDH3B1, then followed the sec-
ond wave with ALDH1A1, ALDH2 and ALDH18A1. Of note, f-escin-de-
pendent rise in ALDH isoforms mRNA level was less pronounced as
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Fig. 6. (continued).

compared to CSE Although ALDH isoforms were differentially
expressed in CSE and p-escin treated cells, they produced indistin-
guishable time-course ch in the enzyme activity. However, in cells
simultaneously exposed to both stimuli we revealed an unexpected,
cumulative rise in ALDH activity. The rate of ALDH produced in cells is
regulated at transcriptional and post-transcriptional levels [42]. At the
moment we may speculate that each isoform of ALDH undergoes unique
quantitative adaptations to exposure to CSE constituents as ALDH family
members display different substrate specificity [23]. So far it was
demonstrated that CSE induces ALDH3A1 via aryl hydrocarbon receptor
(AHR) [22]. ALDH increase in response to f-escin might be linked to
disturbed cholesterol homeostasis in cells exposed to the drug [12]. As
shown previously, the llular chol | in tu-
mors was positively related with ALDH activity [43].

Our findi howing strong stimulatory effect of f-escin on ALDH
expression and activity in human nasal epithelial cells exposed to CSE
provide biochemical rationale for potential use of the drug in reducing
the aldehyde-mediated toxicity related to cigarette smoking. CSE-
induced cytotoxicity in primary human nasal epithelial cells in a dose-
and time dependent manner is well-d 1 [9,19]. The prolonged
cigarette smoke exposure leads to numerous changes in the airways [4].
The inhaled smoke constituents negatively affect airway cells and impair
epithelial function resulting i.a. in epithelial barrier dysfunction and
structural changes in the respiratory tract [18,35]. Destruction of the

pithelial barrier exp bepithelial layers not only to toxic smoke
components but also to inhaled pathogens and hazardous envirc 1

ration of intr

the development of COPD. Data presented in our study are the first
d ration of -escin-dependent protection of airway epithelial cells
from CSE-induced cytotoxicity and DNA lesions. DNA damage, including
double-strand DNA breaks, is recognized as an initiating event in ciga-
rette smoke induced diseases [16] DNA double-strand breaks represent a
serious threat to genomic integrity and they can lead to cell death or
oncogenic transformation [28]. In the present study we showed that
exposure to CSE led to the accumulation of p53BP1, a DNA
double-strand breaks response protein and this could be prevented with
p-escin treatment. We suggest that the observed cytoprotective effect
could be related to ALDH upregulation. Well established molecular
cytotoxic mechanisms of aldehydes include adduct formation which can
impair the functions of enzymes, DNA, structural proteins, and other
macromolecules, thereby leading to the inhibition of cellular processes
and subsequent cytotoxicity [27]. As shown previously in immortalized
human bronchial epithelial cells overexpressing ALDH3A1, a rise in
ALDH activity was sufficient to reduce DNA damage and upregulate
protein involved in DNA repair - Falconi anemia complementation
group D2 (Fancd2) [25]. CSE-triggered cytotoxicity is mediated also
through oxidative stress. As demonstrated in bronchial epithelial cells,
their exposure to CSE induced expression of endog doplasmi
reticulum stress markers and activated apoptosis [49]. These processes
were reactive oxygen species (ROS)- and particularly superoxide
anion-dependent and could be prevented with antioxidants. CSE is a rich
source of ROS, but they may also be generated in cells in response to
aldehyd [36]. ROS mediated oxidation of p and lipids

P

agents. The lesioned epithelium is characterized by a decreased number
of cilia with reduced beating frequency, which, combined with the
overproduction of mucus, causes ineffective removal of residual secre-
tions from the airways. These factors combined with oxidative stress,
chronic inflammation, increased macrophage, and neutrophil airway
recruitment are the most important agents contributing among others to

y P
triggers generation of endogenous aldehydes including 4-HNE which, as
mentioned before, can inhibit the enzymatic activity of ALDH1A1 and
ALDH2 and oxidative stress and cellular damage amplifies. It is worth
recalling that besides protecting cells from cytotoxic aldehydes, ALDH
isoforms play also other important roles in cellular processes, including
non-catalytic antioxidant functions through ROS scavenging and
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NADPH production for regeneration of reduced glutathione as shown for
ALDH1A1 and ALDH3A1 [52]. ALDH1A1 is an important regulator of
retinol metabolism catalyzing conversion of retinaldehyde to retinoic
acid. Similarly to ALDH2, it is susceptible to inhibition by acrolein, an
aldehyde toxicant found in cigarette smoke [11] which might at least
partially explain aberrations in retinoic acid signaling after smoke
exposure [31]. Preferred aldehyde substrate for ALDH2 is Idehyd
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but it also oxidizes lipid peroxidation -derived aldehydes, smnlarly to
ALDH3BI. Fatty aldehydes are substrates for ALDH3A2 and glutamic
y-semialdehyde for ALDH18A1 (reviewed in [32].

The results of this and a few other studies support the strategy of
using ALDH agonists to reduce tissue damage caused by aldehydes. The
research behind the discovery of ALDH activators has been primarily
driven by the well blished links inbom deficiency in ALDH
activity and diseases such as Sjogren-Larsson syndrome (mutations in
the ALDH3A2 gene) [44], paranoid schizophrenia (ALDH3B1) [54],
hyperprolinemia (ALDH4A1), cataract (ALDHIA1, ALDH3A1),
pyridoxine-dependent epilepsy (ALDH7A1) [10], alcohol sensitivity
(ALDH2) [8], cutis laxa (ALDH18A1) [26] and cancer [38,40]. To date,
only few selective ALDH activators have been reported, of which the
most studied is Alda-1 for ALDH2, Alda-89 and Alda-341 for ALDH3A1,
omeprazole for ALDH1A1 and tamoxifen for ALDHIA1 [5,45,46]. Some
reports can be found on botanical compounds augmenting ALDH ac-
tivity [21,24]. However, none of these compounds have been yet
approved for clinical use as ALDH activators.
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ABSTRACT Despite the well-recognized risks associated with cigarette smoking, exposure to tobacco smoke remains one
of the most serious public health threats worldwide.

The aim of the study was to evaluate the potential of B-escin combined with chokeberry fruit extract as anti-inflammatory
intervention for tobacco smokers. In addition, mechanisms of the observed effects were investigated.

Nine smoking volunteers received 10 mg of water soluble B-escin combined with 5 mg of chokeberry fruit juice concentrate
daily for 7 days. The effects of B-escin and chokeberry fruit extract on neutrophil number, IL-6 and IL-8 concentration in
induced sputum, antioxidant capacity in induced sputum and saliva as well as on alehyde dehydrogenase (ALDH) activity in
PBMC in vitro and in vivo were evaluated. Simultaneously, IL-6, IL-8 and neutrophil number in day 0 and 7 was analyzed
in sputum from control subject without B-escin and chokeberry fruit extract intervention.

Short, 7-day treatment led to a considerable decrease in neutrophil and increase in macrophage concentration in smokers’
sputum as well as significant rise in antioxidant capacity of induced sputum and saliva. The observed reduction in IL-6 and
IL-8 concentration did not reach statistical significance. ff-escin and chokeberry fruit extract induced a strong upregulation
of ALDH activity in PBMC in vitro and in vivo.

This pilot proof-of-concept study suggests that by increasing ALDH activity and antioxidant capacity, B-escin and choke-
berry fruit extract may effectively lower the inflammation associated with tobacco smoking and contribute to toxicity reduc-

tion in the airways exposed to cigarette smoke.

KEYWORDS: e ALDH e f-escin o chokeberry fruit extract o inflammation e tobacco

INTRODUCTION

Despile the well-recognized risks associated with ciga-
rette smoking, exposure to tobacco smoke remains one
of the most serious public health threats worldwide.'
Cigarette smoke-induced chronic lung inflammation leads to
pathological tissue remodeling underlying chronic obstruc-
tive pulmonary disease (COPD) and other smoking-related
chronic inflammatory diseases. Chronic cigarette smoke
exposure has been linked to the excessive production of neu-
trophil extracellular traps, complex extracellular structures
composed of chromatin fibers decorated with histones and

Manuscript received 21 May 2024, Revision accepted 11 August 2024,
Address cor) lence to: Magdalena Paplinska-Goryca, PhD, Department of Internal

Medicine, Pulmonary Diseases and Allergy, Medical University of Warsaw, Banacha la,
02-097 Warsaw, Poland, E-mail: magdalena.paplinska @wum.edu.pl

granule proteases including neutrophil elastase.” A self-
amplifying inflammatory loop established by influx of
neutrophils leading to neutrophilic inflammation and com-
pounds that may reduce cigarette smoke-induced airway
neutrophilic inflammation have been subjects of intensive
research.”

Among experimental methods of reducing cigarette—
induced inflammation, particularly promising are the
approaches lowering the load of aldehydes contained in
smoke, for example by increasing the activity of ALDH, a
family of key enzymes converting aldehydes to other metabo-
lites.* Molecular mechanisms of pro-inflammatory effects of
aldehydes include excessive production of reactive oxygen
species and adducts formation with macromolecules (e.g.,
proteins, DNA, and RNA), which disturbs cellular functions
and drives recruitment of inflammatory cells.®
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Recently, B-escin, a natural mixture of triterpenoid saponins
extracted from the seeds of Aesculus hippocastanum. L, has
been shown to efficiently rescue human airway epithelial cells
from ci(gamue smoke extract-induced cytotoxicity and DNA
lesions.” The proposed mechanism underlying the drug’s effi-
cacy in protecting against aldehyde-related injury in vitro
involves an increase in ALDH activity and up-regulation of
mRNA expression of numerous ALDH isoenzymes. Protective
effects against cigarette smoke-related alterations, including
pulmonary emphysema and lung adenomas, could also be
achieved in mice after oral administration of chokeberry (Aro-
nia melanocarpa) fruit extract.” Similarly to B-escin, choke-
berry has been attributed not only with ALDH-stimulatory but
also with potent anti-inflammatory and antioxidant properties
that could be of potential relevance for prevention or supportive
treatment of tobacco smoke-related.* '*

In the current proof-of-concept pilot study, we have aimed to
validate the hypothesis that B-escin combined with chokeberry
fruit extract would provide beneficial health effects in smokers.

MATERIAL AND METHODS
Study design

This was a prospective two step pilot proof-of-concept
study. We evaluated the effect of 10 mg of water soluble
B-escin (pharmaceutical grade herbal preparation, Nobilus
Ent, batch nr. 020115) mixed with chokeberry extract (5 g of
chokeberry juice concentrate dissolved in 175 mL of water)

(Rauch Polska, batch nr. 1429399) consumed once a day on
(1) ALDH activity in PBMC in vitro and in vivo in healthy
non-smokers: and (2) saliva collection and cellular and cyto-
kine concentration in induced sputum of smokers. For in
vitro ALDH assays we used cells obtained from healthy
male donors aged 25-35 years (Warsaw Blood Donation
Center), while for in vivo tests we collected PBMC from the
study participants on day 1 and day 2. The cellular and bio-
chemical analyses in induced sputum collected from the
study participants on day 7.

Study group involved 9 smoking volunteers: 4 men,
5 women, age 48 years (35-57 years), 30 pack years
(10-38 pack years), FEV, 74% (59-81%). Control group
included 5 healthy nonsmokers (1 man, 4 women, age
41 years (28-60 years), FEV, 95% (91-105%) who did
not receive any treatment. The spirometry and sputum
induction were performed on day 0 and on day 7. The
study protocol was approved by the Institutional Review
Board (KB/91/2019). An informed consent was obtained
from all study participants.

Materials and methods

Sputum induction and processing were conducted as previ-
ously described.'" ALDH activity was determined using the
Activity Colorimetric Assay Kit (Sigma-Aldrich) in cell
lysates prepared from 2 x 10 cells. The concentrations of IL-6
and IL-8 in sputum supernatants were measured using ELISA
kits (Thermo Fisher). Antioxidant capacity was detected using
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Antioxidant Assay Kit (Sigma-Alrich) with Trolox as an anti-
oxidant standard. All measurements were performed according
to the manufacturers’ procedures.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism
(version 9.3.1). The ordinary one-way ANOVA test fol-
lowed by Tukey’s multiple comparisons test were used for
analyzing the differences between groups. The Mann—Whit-
ney test was applied for pairwise comparisons. Results are
presented as mean and standard error of mean (SEM).

RESULTS

One week of B-escin combined with chokeberry fruit extract
treatment affected the number of sputum neutrophils. Sputum
collected from smokers at day 0 contained a significantly higher
concentration of neutrophils (total number and %) and lower
number of macrophages (%) as compared with non-smokers
(Fig. 1). At day 7 the number of neutrophils in smokers’ spu-
tum were significantly lower (P = .03) reaching a level com-
parable to healthy controls. Concomitantly, we observed
statistically important rise in concentration of macrophages

(P = .02). The evaluated intervention led to IL-6 and 1L-8
reduction; however, the change did not reach statistical sig-
nificance (Fig. 1). The treatment did not affect FEV, (69%
[60-76%]), P = 0.32) nor the number of cigarettes smoked
(15.5 cigarettes [10-20 cigarettes], 10.5 cigarettes [4-20 cig-
arettes], P = .3 for day O and day 7. respectively). We
detected the increased antioxidant capacity in both saliva
and sputum after one week of B-escin and chokeberry fruit
extract supplementation.

We observed a strong, significant upregulation of ALDH
activity in PBMC treated for 24 h and 48 h with f3-escin and
chokeberry fruit extract. The effect was more pronounced
when B-escin and chokeberry fruit extract were used simul-
taneously. In vivo the upregulation of ALDH activity in
PBMC was observed after 48 h of B-escin and chokeberry
fruit extract supplementation (Fig. 2).

DISCUSSION

Our proof-of-concept pilot study reveals that low dose
B-escin combined with chokeberry fruit extract may exert
beneficial effects in cigarette smokers by significant attenua-
tion of airway neutrophil accumulation. The plausible path-
way underlying the observed reduction of neutrophil count
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FIG. 1. The effect of fi-escin and chokeberry fruit extract supplementation on sputum and saliva parameters in the control group (w/o
f-escin and chokeberry fruit extract supplementation) and smokers (one week of f-escin and chokeberry fruit extract supplementation) on
day 0 and on day 7. (A) The deposition of cells in induced sputum of study participants. (B) The total number of sputum neutrophils per
gram of sputum. (C) The neutrophil percentage (%) in sputum. (D) interleukin 6 (IL-6) concentration in sputum. (E) interleukin-8 (IL-8)
concentration in sputum, (F) antioxidant capacity of saliva. (G) antioxidant capacity of sputum.
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FIG. 2. ALDH activity in (A) PBMC treated in vitro for 24 and
48 h with 3 uM p-escin and 0.5% chokeberry fruit extract (n = 4),
(B) in PBMC of study participants (n = 3) before and after 24 and
48 h of f-escin and chokeberry fruit extract supplementation.

in smokers’ sputum could involve increased ALDH activity
shown here in PBMC both in vitro and in vivo and an
increase in antioxidant capacity demonstrated in sputum and
saliva.

Previous studies demonstrated that aldehydes present in
cigarette smoke play a critical role in neutrophilic- but not
mononuclear airway inflammation.'” The critical role of neu-
trophils in inflammatory response to cigarette smoke exposure
has been demonstrated for example in neutrophil depletion
experiments.'® Aldehydes present in cigarette smoke or gener-
ated during lipid peroxidation are able to suppress apoptosis
of neutrophils. Our findings showing strong stimulatory effect
of B-escin and chokeberry fruit extract on ALDH activity in
PBMC obtained from the study volunteers provide biochemi-
cal rationale for potential use of this combination in reducing
the aldehyde-mediated inflammation related to cigarette
smoking. The mechanism of B-escin and chokeberry fruit
extract effect revealed in this work could also involve their
anti-inflammatory properties. In animal studies f-escin has
been shown to inhibit NF-xB activity, attenuate cell response
to inflammatory stimulus, decrease the number of immune
cells recruited into the place of inflammation, and reduce
secretion of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9)."*  Anti-
inflammatory effect of chokeberry fruit has been attributed,
among others, to inhibition of IL-8 release.'® NF-kB is the
master transcriptional regulator of the inflammatory pathway
controlling the expression of proinflammatory cytokines and
immunoregulatory mediators, including IL-8, which is a neu-
trophil chemoattractant. Furthermore, B-escin or chokeberry
fruit are known for their antioxidant properties®'® Cigarette
smoking induces a significant oxidant effect related to variety
of free radical-related diseases often affecting the upper respi-
ratory tract, unless it is effectively compensated by the antiox-
idant mechanisms.'” Any of the above mentioned f-escin or

chokeberry fruit-dependent anti-inflammatory pathways could
disrupt neutrophil recruitment and chemotaxis.

While investigating the molecular mechanism of the inhibi-
tion of neutrophil accumulation in smokers, we confirmed
previous findings that B-escin- and chokeberry fruit extract-
induce ALDH activity, and this effect was more pronounced
when B-escin- and chokeberry fruit extract were used simulta-
neously. It was shown that chokebermry fruit extract protects
mice exposed to cigarette smoke e.g., against pulmonary
emphysema.” Our observation further suggests that the phe-
nomena observed in this study might be associated with an
efficient degradation of tobacco smoke aldehydes. Of note,
aldehydes may be also produced in cell-mediated processes,
and activated neutrophils can produce aldehydes from almost
any amino acid."®

Finally, the current study verifies the concern related to
effective doses of B-escin. As shown here, an amelioration
of neutrophil count has been achieved already with 10 mg
of B-escin whereas for chronic venous insufficiency, which
is the most common use of the drug, the daily dose is typi-
cally 100 to 150 mg. Although short, 7-day treatment with
B-escin and chokeberry fruit extract has been sufficient to
decrease neutrophil count in smokers’ sputum, it has not
brought significant changes in IL-8 levels. Studies show
that biomarkers of inflammation and oxidative stress remain
elevated even in subjects who quit smoking, which remains
with agreement with our observations.'?

Limitation of the methodology used in our study should
also be noticed. Sputum induction is a method for noninva-
sive measurement of airway inflammation, but it should be
kept in mind that material collected in this procedure reflects
the inflammatory status in trachea and bronchus and not in
small airways. Additionally, the small number of volunteers
and short duration of the study may limit our findings.

Cigarette smoking is a chronic relapsing disorder and
smoking cessation is a challenge. The results of this study
strengthen the relevance of B-escin and chokeberry fruit
extract use in smokers as potential tobacco harm reduction
intervention. Clinical trials including longer treatment peri-
ods and larger group sizes are necessary to improve data
showing that this approach may contribute to decreasing
smoking-related pathologies.

ACKNOWLEDGMENT

The authors thank Monika Wrébel for her help in biochemi-
cal measurements.

STATEMENT OF ETHICS

All procedures performed in this study were in accord-
ance with the ethical standards of the institutional and/or
national research committee and with the 1964 Helsinki
declaration and its later amendments or comparable ethical
standards. The study protocol was approved by the
Institutional Review Board (KB/91/2019). An informed
consent was obtained from all study participants.

31



ka Glowna from www liebertpub.com at 09/16/24. For personal use only.

ded by Akademia Med

B-ESCIN AND ARONIA SUPPLEMENTATION IN SMOKERS 5

DATA AVAILABILITY

The data underlying this article will be shared on reason-
able request to the corresponding author.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

M.S.—methodology, data curation, investigation, writing—
original draft; K.K.—conceptualization, project administration,
data curation, writing—review and editing; M.D.—methodol-
ogy. formal analysis: O.Z.S.—methodology, formal analysis,
RK.—formal analysis, funding acquisition, article critical
review; P.M.S.—methodology, visualization; M.P.G.—meth-
odology, conceptualization, data curation, data analysis, inves-
tigation, supervision, writing—review and editing.

AUTHOR DISCLOSURE STATEMENT

K.K., M.D. and O.Z.-S. are inventors on patents related
to P-escin and its derivatives. The other authors declare no
competing financial interests.

FUNDING INFORMATION
This study did not receive any external funding.

REFERENCES

. GBD 2019 Cancer Risk Factors Collaborators. The global burden
of cancer attributable to risk factors, 2010-19: A systematic analy-
sis for the Global Burden of Disease Study 2019. Lancet 2022;
400(10352):563-591; doi: 10.1016/S0140-6736(22)01438-6

2. Wang K, Liao Y, Li X, et al. Inhibition of neutrophil elastase
prevents cigarette smoke exposure-induced formation of neu-
trophil extracellular traps and improves lung function in a
mouse model of chronic obstructive pulmonary disease. Int
Immunopharmacol 2023;114:109537; doi: 10.1016/j.intimp
.2022.109537

. Yu X, Seow HJ, Wang H, et al. Matrine reduces cigarette
smoke-induced airway neutrophilic inflammation by enhancing
neutrophil apoptosis. Clin Sci (Lond) 2019;133(4):551-564;
doi: 10.1042/CS20180912

. Jackson B, Brocker C, Thompson DC, et al. Update on the
aldehyde dehydrogenase gene (ALDH) superfamily. Hum
Genomics 2011:;5(4):283-303; doi: 10.1186/1479-7364-5-4-
283

. LoPachin RM, Gavin T. Molecular mechanisms of aldehyde
toxicity: A chemical perspective. Chem Res Toxicol 2014;
27(7):1081-1091: doi: 10.1021/tx5001046

. Soltysiak M, Papliniska-Goryca M, Misiukiewicz-Stgpieri P,
et al. P-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-
induced cell death. Biomed Pharmacother 2024;170:115924;
doi: 10.1016/j.biopha.2023.115924

. Balansky R, Ganchev G, Iltcheva M, et al. Inhibition of lung
tumor development by berry extracts in mice exposed to

w

~

W

=)

-

o

©

cigarette smoke. Int J Cancer 2012;131(9):1991-1997; doi: 10
.1002/ijc.27486

Dufour C, Villa-Rodriguez JA, Furger C, et al. Cellular antioxi-
dant effect of an aronia extract and its polyphenolic fractions
enriched in proanthocyanidins, phenolic acids, and anthocya-
nins. Antioxidants (Basel) 2022:11(8):1561; doi: 10.3390/
antiox11081561

Idris S, Mishra A, Khushtar M. Phytochemical, ethanomedi-
cinal and pharmacological applications of escin from Aescu-
lus hippocastanum L. towards future medicine. J Basic Clin
Physiol Pharmacol 2020:31(5); doi: 10.1515/jbepp-2019-
0115

Pyun C-W, Seo T-S. Kim D-J, et al. Protective effects of Ligu-
laria fischeri and Aronia melanocarpa extracts on alcoholic
liver disease (/n Vitro and In Vive Study). Biomed Res Int
2020:2020:9720387: doi: 10.1155/2020/9720387

. Weiszhar Z, Horvath L. Induced sputum analysis: Step by

step. Breathe 2013:9(4):300; doi: 10.1183/20734735.042
912

2. van der Toorn M, Slebos D-J, de Bruin HG, et al. Critical role

of aldehydes in cigarette smoke-induced acute airway inflam-
mation. Respir Res 2013:14(1):45; doi: 10.1186/1465-9921-
14-45

. Nascimento M, Huot-Marchand S, Gombault A, et al. B-Cell

activating factor secreted by neutrophils is a critical player in
Iung inflammation to cigarette smoke exposure. Front Immunol
2020:11:1622; doi: 10.3389/fimmu.2020.01622

Sikorska M, Dutkiewicz M, Zegrocka-Stendel O, et al. Benefi-
cial effects of f-escin on muscle regeneration in rat model of
skeletal muscle injury. Phytomedicine 2021;93:153791; doi: 10
.1016/j.phymed.2021.153791

. Martin DA, Taheri R, Brand MH, et al. Anti-inflammatory

activity of aronia berry extracts in murine splenocytes. Journal
of Functional Foods 2014;8:68-75; doi: 10.1016/).jff.2014.03
004

Cengiz M, Kutlu HM, Peker Cengiz B, et al. Escin attenuates
oxidative damage, apoptosis and lipid peroxidation in a
model of cyclophosphamide-induced liver damage. Drug
Chem Toxicol 2022;45(3):1180-1187; doi: 10.1080/01480545.
2020.1810262

. Charalabopoulos K, Assimakopoulos D, Karkabounas S, et al.

Effects of cigarette smoking on the antioxidant defence in
young healthy male volunteers. Int J Clin Pract 2005;59(1):
25-30: doi: 10.1111/j.1742-1241.2004.00340 x

. Shin H-W, Umber BJ, Meinardi S. et al. Gas signatures from

cultured neutrophils and peripheral blood mononuclear cells
obtained from healthy humans. J Mol Biomark Diagn 2011;
02(04); doi: 10.4172/2155-9929.1000112

Xie L, Vance T, Kim B, et al. Aronia berry polyphenol con-
sumption reduces plasma total and low-density lipoprotein cho-
lesterol in former smokers without lowering biomarkers of
inflammation and oxidative stress: A randomized controlled
trial. Nutr Res 2017;37:67-77; doi: 10.1016/j.nutres.2016.12
.007

32



7. Podsumowanie

Celem cyklu publikacji sktadajacych si¢ na niniejsza rozprawe doktorska jest
ocena wplywu B-escyny na szereg proceséw biologicznych w komdrkach
nabtonkowych oraz materiatach z drég oddechowych poddanych traktowaniu dymu
papierosowego.

Praca f-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-induced cell death
jest praca eksperymentalng z wykorzystaniem komorek nabtonka nosa izolowanych z
wymazow szczoteczkowych od oséb zdrowych niepalacych (n=15), poddanych
dziataniu B-escyny (1uM) i/lub CSE (5%). Zywotnoéé komorek, aktywno$é ALDH oraz
uszkodzenia DNA mierzono w komorkach po 24 godzinach, za$ ekspresj¢ mRNA dla 7
isoform ALDH (ALDH1A1, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3A1, ALDH3A2, ALDH3B1 oraz
ALDH18A1) badano po 1, 3, 6 i 24 godzinach. Stezenie f-escyny wykorzystane w
doswiadczeniach dobrano po przeprowadzeniu doswiadczen wstepnych. Wykazano, ze
stezeniem [B-escyny, ktore nie indukuje w komorkach nabtonkowych cytotoksyczno$ci
jest 1 uM; dla 3 uM B-escyny obserwowano ponad 90% $miertelno$¢ komorek.
24-godzinna ekspozycja komorek na CSE powodowata $miertelno$¢ na poziomie okoto
60%, natomiast w obecnosci escyny, efekt ten byt znaczaco mniejszy. Schematyczna

prezentacja wynikow z publikacji 1 przedstawiona jest na Rycinie 2.
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Rycina 2. Graficzna prezentacja wynikow publikacji 1.
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Uszkodzenie DNA, w tym peknigcia podwdjnej nici DNA, jest uznawane za
patologiczny proces inicjujacy choroby wywolanej przez dym papierosowy. Peknigcia
podwojnej nici DNA stanowig powazne zagrozenie dla integralnosci genomu i moga
prowadzi¢ do $mierci komorki lub ich transformacji (51). Niniejsze badanie wykazato,
ze ekspozycja na CSE prowadzi do uszkodzen DNA, czego dowodem jest akumulacja
biatek p5S3BP1 (tumor suppressor p53-binding protein 1), gromadzacych si¢ w
miejscach peknigeia podwaojnej nici DNA. W hodowlach komérkowych narazonych na
dziatanie CSE w obecnosci escyny wykazano istotng redukcje liczby uszkodzen DNA,
co sugeruje cytoprotekcyjne wlasciwosci B-escyny. Dobrze znane molekularne
mechanizmy cytotoksyczne aldehydow obejmuja tworzenie adduktow, ktdére moga
uposledza¢ funkcje enzyméw, DNA, biatek strukturalnych i innych makroczasteczek,
prowadzac tym samym do zahamowania proceséw komoérkowych i cytotoksycznosci.

Zardwno escyna, jak i CSE w podobnym stopniu nasilaty aktywnos¢
enzymatyczng ALDH. Aktywacja ALDH przez CSE jest elementem obrony
komorkowej przed toksycznym dzialaniem aldehydow zawartych w dymie
papierosowym i byta opisywana juz wczesniej (20). Nalezy podkresli¢, ze aktywno$¢
ALDH osiggneta najwyzsze wartosci w hodowlach stymulowanych réwnocze$nie
escyng oraz CSE, co wskazuje na addytywny efekt aktywacji ALDH w tym uktadzie
doswiadczalnym.

Regulacja ekspresjt mRNA izoform ALDH przez CSE i escyng byta bardziej
ztozona. CSE zmieniat ekspresje izoform ALDH dwufazowo. Po 1-3 godzinach po
ekspozycji na CSE, wzrastata ekspresja mRNA dla ALDH1AL, ALDH2 i ALDH3AZ2,
podczas gdy po 6 i 24 godzinach, ekspresja ALDH1AL i ALDH2 byta hamowana, a rosta
ekspresja mRNA dla ALDH1A3, ALDH3A1, ALDH3B1 i ALDH18AL1. Dane literaturowe
podaja, ze ekspresja ALDH1AL i ALDHZ2, czyli izoform ALDH, ktérych ekspresja po
ekspozycje¢ na CSE najpierw rosla, a nastepnie malata, jest regulowana przez akroleine,
4- HNE 1 malondialdehyd, ktore sg aldehydami generowanymi jako produkty uboczne
peroksydacji lipidow, ale rowniez obecnymi w duzym stezeniu w dymie papierosowym
(20,21,52).

Regulacja ekspresji mRNA dla izoform ALDH przez B-escyn¢ byta odmienna
niz zaobserwowana w przypadku CSE. B-escyna aktywowata najpierw, po 1h i 3h

ekspresj¢ ALDH1A3, ALDH3AL, ALDH3A2 i ALDH3BL1 a nastepnie po 24h ALDH1A1,
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ALDH2 i ALDH18A1. Odnotowane zmiany w ekspresji mMRNA izoform ALDH
indukowane przez -escyne byly mniejsze niz zmiany wywotane przez CSE.

Znacznie silniejszy stymulujacy wpltyw na ekspresj¢ mRNA izoform ALDH
zaobserwowano w komorkach nabtonka nosowego poddanych jednoczesnemu dziataniu
B-escyny oraz CSE: po 6 godzinach dla ALDH1A1 i ALDH3AL oraz po 24 godzinach
dla ALDH1A3, ALDH3A2, ALDH3B1 i ALDH18A1. Zaobserwowano rowniez, ze w
komorkach poddanych jednoczasowo suplementacji B-escyng i dziataniu CSE, escyna
zapobiegala inhibicji ekspresji ALDH2 wywotanej przez CSE po 24 godzinach,
prowadzac tym samym do wzrostu aktywnosci ALDH2.

Podsumowujac wyniki pracy mozemy stwierdzi¢, ze stymulacja B-escyna
zmniejszyta cytotoksyczno$¢ oraz uszkodzenia DNA indukowane przez CSE w
komorkach nabtonka nosa. Zar6wno CSE, jak i escyna stymulowaly ekspresj¢ izoform
ALDH dwufalowo (do 6 godzin i po 24 godzinach), ale efekt stymulujacy byt znacznie
silniejszy w przypadku skojarzonego zastosowania p-escyny i CSE. Escyna zwigkszyta
aktywno$¢ ALDH poprzez regulacje ekspresji mRNA izoform tego enzymu, za$ efekt
byt istotnie wyzszy w komorkach poddanych dziataniu CSE. Wyniki naszej pracy
sugeruja, ze substancja ta moze by¢ przydatna w fagodzeniu 1 ochronie przed
uszkodzeniami wywotanych przez dym papierosowy w drogach oddechowych. Do
pelnej weryfikacji zaobserwowanego zjawiska konieczne sg badania walidacyjne in
vivo.

Wyniki zaprezentowane w pracy f-Escin and Chokeberry Fruit Extract
Supplementation in Smokers as Potential anti-Inflammatory Protection—a Pilot Proof-
of-Concept Study, sugeruja, ze suplementacja niskg dawka B-escyny w polgczeniu z
ekstraktem z owocow aronii moze mie¢ korzystny efekt zdrowotny u 0s6b narazonych
na wdychanie dymu papierosowego. Po pierwsze, w badaniach wstepnych z
wykorzystaniem PBMC od 0s6b zdrowych niepalgcych wykazalismy, ze 3-escyna jest
silnym aktywatorem ALDH. Co istotne, efekt ten zostat potwierdzony dla wyciagu z
owocOw aronii, ktéry byt dodany dla zamaskowania bardzo gorzkiego smaku escyny i
ktory ma udokumentowane dziatanie antyoksydacyjne. W przypadku jednoczesnego
zastosowania -escyny i wyciggu z owocOw aronii zaobserwowaliSmy silny addytywny
efekt aktywujacy ALDH w PBMC. Efekt ten rost wraz ze wzrostem czasu ekspozycji na
dziatanie B-escyny i byt najwyzszy po 48h.

Po drugie, stosowanie roztworu B-escyny w potaczeniu z ekstraktem z owocoOw

aronii przez 7 dni zmniejszyto poziom stanu zapalnego w drogach oddechowych
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palaczy. Liczba neutrofilow w plwocinie palaczy w dniu rozpoczecia byla istotnie
wyzsza w porownaniu do 0sob niepalacych. Po 7 dniach przyjmowania preparatu liczba
neutrofildow w plwocinie palaczy byta istotnie nizsza (p=0,03), osiagajac poziom
poréwnywalny do grupy kontrolnej. W grupie 0so6b przyjmujacych preparat
zaobserwowano redukcje poziomu IL-6 i IL-8, jednak zmiany te nie osiggnely istotnosci
statystycznej. Zastosowane suplementacji escyng nie miato wptywu na zmiang FEV1
(p=0,32) ani na zmniejszenie liczby wypalanych papieroséw u uczestnikow badania.

Schematyczna prezentacja wynikow z publikacji 2 przedstawiona jest na Rycinie 3.

chokeberry fruit
-escin extract

induced

sputum
ALDH Tantioxidant lneutrophil
activity capacity number

Rycina 3. Graficzna prezentacja wynikow publikacji 2.

Mechanizm dziatania B-escyny i ekstraktu z owocOw aronii opisany w niniejszej
pracy moze rowniez obejmowac ich wlasciwosci przeciwzapalne. W badaniach z
wykorzystaniem modelu zwierz¢cego wykazano, ze B-escyna hamuje aktywno$¢ NF-
kB, ostabia reakcje komorek na bodziec zapalny, zmniejsza liczbg komorek
odpornos$ciowych rekrutowanych do miejsca zapalenia oraz redukuje wydzielanie
MMP9 (53).
NF-kB jest gtdéwnym regulatorem transkrypcyjnym szlaku zapalnego, kontrolujagcym

ckspresje cytokin prozapalnych oraz mediatorow immunoregulacyjnych, w tym IL-8,
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dziatajacej chemotaktycznie na neutrofile. Podczas badania mechanizmu molekularnego
inhibicji akumulacji neutrofili u palaczy, potwierdzili$my wcze$niejsze wyniki, ze -
escyna i ekstrakt z owocow aronii indukuja aktywnos$¢ ALDH, a efekt ten byl bardziej
wyrazony podczas jednoczesnego stosowania obu specyfikow.

Wyniki przeprowadzonego badania pilotazowego sugeruja, ze niskie dawki -
escyny w polaczeniu z ekstraktem z owocow aronii moga wywiera¢ korzystne dziatanie
zdrowotne u palaczy tytoniu, poprzez istotne zmniejszenie akumulacji neutrofilow w
drogach oddechowych. Mozliwy mechanizm lezacy u podstaw tego zjawiska moze
wynika¢ ze zwigkszonej aktywno$¢ ALDH, ktorg wykazano w PBMC zardéwno in vitro,
jak i in vivo, oraz wzrostu zdolno$ci antyoksydacyjnej, stwierdzonej zarowno w

plwocinie indukowane;j jak 1 §linie.
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8. Whnioski

Wyniki przeprowadzonych badan bedgcych przedmiotem niniejszej rozprawy

doktorskiej pozwalaja na wyciagniecie nastgpujacych wnioskow:

Whiosek glowny:
1. Escyna wywiera dzialanie cytoprotekcyjne, przeciwzapalne oraz
antyoksydacyjne w drogach oddechowych poddanych dziataniu dymu

tytoniowego.

Whioski szczegotowe:

1. P-escyna zwigksza zywotnos$¢ oraz zmniejsza liczbe uszkodzen DNA w
komdrkach nabtonka btony $luzowej nosa poddanych dziataniu CSE.

2. p-escyna zwigksza aktywno$s¢ ALDH w komorkach nabtonka nosa. Mechanizm
tego zjawiska obejmuje nasilenie ekspresji genéw kodujacych rézne izoformy
ALDH. Zaobserwowane zjawisko ma efekt addytywny w srodowisku
stymulowanym dymem papierosowym.

3. B-escyna jest silnym aktywatorem ALDH w PBMC i zwicksza aktywnos$¢
ALDH zaréwno in vitro jak i in vivo.

4. PB-escyna wptywa na stan zapalny przez hamowanie naptywu neutrofilow oraz
zwigksza potencjat antyoksydacyjny w drogach oddechowych oséb palacych

papierosy.
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9. Opinia komisji bioetycznej

Komisja Bioetyczna
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

Tel.: 022/57 -20 -303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
Fax: 022/57 - 20 -165 02-091 Warszawa

e-mail: komisja.bioetyczna@wum.edu.pl
www.komisja-bioetyczna.wum.edu.pl

KB/..9)\./2019

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
w dniu 13 maja 2019 r. po zapoznaniu si¢ z wnioskiem:

Dr hab. n. med. Katarzyna Goérska

Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych, Pneumonologii i Alergologii
ul. Banacha 1a, 02-097 Warszawa

dotyczgcym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt.:,, Ocena potencjatu antyoksydacyjnego P-escyny
u palaczy tytoniu.”

wyraza nastepujaca

opinig¢
- stwierdza, ze jest ono dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi*.
—stwierdza;-ze-jest- ono-niedopuszezalne-i-niezgodne % 7 dami-naukowo-etyezaymi-*

Uwagi Komisji — verte

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996r. o zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97
poz.152 wraz z p6zn.zm./, zarzadzenia MZiOS z dn.1 1.05.1999r. w sprawie szczegolowych zasad
powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/,
Ustawy prawo farmaceutyczne z dnia 6 wrze$nia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z p6zn. zm.) oraz
Zarzadzenie nr 56/2007 z dnia 15 pazdziernika 2007r. w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP .

W zalgczeniu: sklad komisji oraz lista obecnosci

*niepotrzebne skresli¢
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Komisja wyraza pozytywna opini¢ w sprawie przeprowadzenia wnioskowanych
badan- na warunkach okreslonych we wniosku oraz dodatkowo zastrzegajac:
1/ obowigzek przedstawienia Komisji:

wszystkich zmian w protokole majacych wplyw na przebieg oraz oceng
badania,

wszystkich przypadkow zdarzen niepozgdanych,

zawiadomienia o przyczynach przedwczesnego zakonczenia badania,
sprawozdania w toku przeprowadzonych badan-za sze$¢ miesigcy,
raportu koncowego.
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strona podpisowa do uchwaly Komisji Bioetycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym nr KB/.......%7......... z dnia 13 maja2019r.

1. Prof. dr hab. n.med. Magdalena Kuzma —Kozakiewicz

2. Dr hab. n. med. Tomasz Grzela
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10. Oswiadczenia wspolautorow publikacji

Warszawa, dnia 18 marca 2025.

Malwina Soltysiak
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspGlautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-induced
cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN 0753-3322)
oéwiadczam, ze moj wklad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowal rekrutacj¢ chorych,
wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikéw badan oraz pracg nad tekstem

manuskryptu. M6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okredlam jako 35%.

Jako wspdlautor pracy pt. f-Escin and Chokeberry Fruit Extract Supplementation in
Smokers as Potential anti-Inflammatory Protection—a Pilot Proof-of-Concept Study (Journal of
Medicinal Food, Short Communication, JMF-2024-0180.R1 09-Aug-2024), oswiadczam, z¢ mj
wklad merytoryezny w powstanie tej pracy obejmowal rekrutacje chorych, wykonanie oznaczed
Iaboratoryjnych, interpretacic wynikow badan oraz prace nad tekstem manuskryptu.

Madj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 55 %.

=245
(podpis oﬁwl'éfquccgo)
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WMS.%SWV.{s}}Rmicjscowoéé. data)

AL 03202 4§
Magdalena Paplinska- Goryca

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-induced
cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN 0753-3322)
o$wiadczam, ze mdj wkiad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowat opracowanie koncepcji
badania, zarzadzanie projektem, oznaczenia laboratoryjne, analiz¢ danych, pozyskiwanie
funduszy, pracg nad tekstem manuskryptu. Mdj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji
okreslam jako 35%.
Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okreslam jako 35 %, obejmowal on
rekrutacj¢ chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikow badan oraz prace
nad tekstem manuskryptu. Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢

rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

Jako wspoélautor pracy pt.

f-Escin and Chokeberry Fruit Extract Supplementation in Smokers as Potential anti-
Inflammatory Protection—a Pilot Proof-of-Concept Study (Journal of Medicinal Food, Short
Communication, JMF-2024-0180.R1 09-Aug-2024), o$wiadczam, ze m6j wkiad merytoryczny w
powstanie tej pracy obejmowal opracowanie koncepcji badania, zarzadzanie projektem,
oznaczenia laboratoryjne, analiz¢ danych, pozyskiwanie funduszy, prace nad tekstem
manuskryptu. M¢j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 15 %.
Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanic publikacji okreslam jako 55 %, obejmowal on
rekrutacj¢ chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacj¢ wynikoéw badan oraz prace
nad tekstem manuskryptu. Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgsé

rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, dnia 18 marca 2025 r.

Prof. dr hab. n. med. Katarzyna Koziak
(imie 1 nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevents cigarelte smoke-induced cell
death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN 0753-3322)
oswiadczam, 7ze moj wkiad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowat konceptualizacje,
zarzadzanie projektem, analize danych, pozyskiwanie funduszy, prace nad tekstem
manuskryptu, merytoryczne poprawki i akceptacje ostatecznej wersji artykutu. Moj udziat
procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 14%. Wkiad Malwiny Soltysiak w
powstawanie publikacji okreslam jako 35% obejmowal on rekrutacje chorych, wykonanie
oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikow badan oraz prace nad tekstem manuskryptu.
Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czesc¢ rozprawy doktorskiej

lek. Malwiny Soltysiak.

Jako wspotautor pracy pt.
B-Escin and Chokeberry Fruit Extract Supplementation in Smokers as Potential anti-
Inflammatory Protection—a Pilot Proof-of-Concept Study (Journal of Medicinal Food, Short
Communication, JMF-2024-0180.R1 09-Aug-2024), oswiadczam, Zze moj wklad merytoryczny w
powstanie tej pracy obejmowal konceptualizacje, analize danych, pozyskiwanie funduszy, prace nad
tekstem manuskryptu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 16%.
Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okreslam jako 55 % i obejmowal on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikéw badan oraz prace
nad tekstem manuskryptu. Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czesé

rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

PODPIS ZAUFANY

KATARIVNA
KOZIAK

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, dnia, /12, Z2.20 2 |
Prof. dr hab, n. med. Rafat Krenke

(imi¢ | nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevenis cigarette smoke-
induced cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN
0753-3322) oswiadczam, ze md) wklad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowal
pozyskiwanie funduszy, prace nad tekstem manuskryptu oraz merytoryczne poprawki. Moj
udzial procentowy w przy gotowaniu publikacji okreslam jako 2 %

Whkiad Malwiny Saltysiak w powstawanie publikacji okreSlam joko 35 % obejmowal on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych. interpretacje wynikow badan oraz
prace nad tekstem manuskryptu, Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy

Jako czgsé rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

Jako wspatautor pracy pl.

fi-Excin and Chokeberry Fruit Extract Supplementation in Smokers as Potential
anti-Inflammatory Protection —a Pilot Proof-of-Concept Study (Journal of Medicinal Food,
Short Communication, IMF-2024-0180.R1 09-Aug-2024), odwiadczam, 2ze mdj wklad
merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowal pozyskiwanie funduszy, pracg nad tekstem
manuskryptu oraz merytoryczne poprawki.
Moy udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %.
Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanic publikacji okreslam jako 35 % obejmowal on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczen laboratoryinych, interpretacie wynikow badan oraz
prac¢ nad tekstem manuskryptu. Jednoczednie wyrazam zgode¢ na wykorzystanic w/w pracy
jako czgéé rozprawy doktorskicj lck. Malwiny Soltysiak.

(podpis o$wiadczajaccgo)
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Warszawa, dnia 18.03.2025

Drn. med. i n. o zdr. Maria Sikorska

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevenits cigareffe smoke-
induced cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN
0753-3322) oswiadczam, ze moj wklad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowatl
oznaczenia laboratoryjne, prace nad tekstem manuskryptu oraz akceptacja ostatecznej wersji
manuskryptu. M6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %.

Wklad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okreslam jako 35 %, obejmowal on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikow badan oraz
prace nad tekstem manuskryptu. Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy

jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

MARIA,
SIKORSKA
18.03.202 58 [GMT+

(podpis oswiadczajacego)
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Dr n.med. Paulina Misiukiewicz- St¢pieri
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wsp&lautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-induced
cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN 0753-3322)
oswiadczam, ze moj wkilad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowal oznaczenia
laboratoryjne, pracg nad tekstem manuskryptu oraz akceptacja ostatecznej wersji manuskryptu.
Maj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %.
Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okre$lam jako 35 %, obejmowal on
rekrutacj¢ chorych, wykonanie oznaczer laboratoryjnych, interpretacje wynikow badan oraz prace
nad tekstem manuskryptu. Jednoczednie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czesé

rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

Jako wspolautor pracy pt.

p-Escin and Chokeberry Fruit Extract Supplementation in Smokers as Potential anti-
Inflammatory Protection—a Pilot Proof-of-Concept Study (Journal of Medicinal Food, Short
Communication, JMF-2024-0180.R1 09-Aug-2024), oswiadczam, ze m6j wkiad merytoryczny w
powstanie tej pracy obejmowal oznaczenia laboratoryjne, pracg nad tekstem manuskryptu oraz
akceptacja ostatecznej wersji manuskryptu. Mdj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji
okreslam jako 2 %. .
Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okreslam jako 55 %. obejmowal on
rekrutacjg chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacj¢ wynikéw badan oraz prace
nad tekstem manuskryptu. Jednoczes$nie wyrazam zgode¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢

rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

(podpis oswiadczajacego)

f"&/\
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Dr n.chem. Oliwia Zegrocka-Stendel

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-
induced cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN
0753-3322) o$wiadczam, ze méj wklad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowat
oznaczenia laboratoryjne, pracg nad tekstem manuskryptu oraz akceptacja ostatecznej wersji
manuskryptu. M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %.

Wktad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okreslam jako 35 %, obejmowat on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacj¢ wynikéw badan oraz
prace nad tekstem manuskryptu. Jednocze$nie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy

jako czg$¢ rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Sottysiak.

Jako wspétautor pracy pt.

p-Escin and Chokeberry Fruit Extract Supplementation in Smokers as Potential anti-
Inflammatory Protection—a Pilot Proof-of-Concept Study (Journal of Medicinal Food, Short
Communication, JIMF-2024-0180.R 1 09-Aug-2024), o$wiadczam, ze méj wktad merytoryczny
w powstanie tej pracy obejmowat oznaczenia laboratoryjne, prace nad tekstem manuskryptu
oraz akceptacja ostatecznej wersji manuskryptu. M6j udzial procentowy w przygotowaniu
publikacji okreslam jako 5 %.
Wktad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okreslam jako 55 %, obejmowat on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikéw badan oraz
prace nad tekstem manuskryptu. Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy

jako cze$é rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Sottysiak.

(podpis o$wiadczajacego)

48




Warszawa, dma‘lgoaq%%ﬂ

Dr n.med. Malgorzata Dutkiewicz
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-
induced cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN
0753-3322) oswiadczam, ze mdj whklad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowal
oznaczenia laboratoryjne, pracg nad tekstem manuskryptu oraz akceptacja ostatecznej wersji
manuskryptu. Mj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %.

Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okreslam jako 35 %, obejmowal on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczefi laboratoryjnych, interpretacje wynikéw badan oraz
prace nad tekstem manuskryptu. Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy

Jjako czedc rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

Jako wspdlautor pracy pt.

f-Escin and Chokeberry Fruit Extract Supplementation in Smokers as Potential anti-
Inflammatory Protection—a Pilot Proof-of-Concept Study (Journal of Medicinal Food, Short
Communication, JIMF-2024-0180.R1 09-Aug-2024), o§wiadczam, ze méj wkiad merytoryczny
w powstanie tej pracy obejmowal oznaczenia laboratoryjne, pracg nad tekstem manuskryptu
oraz akceptacja ostatecznej wersji manuskryptu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu
publikacji okreslam jako 5 %.
Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okre§lam jako 55 %, obejmowal on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikow badan oraz

prace nad tekstem manuskryptu. Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy

jako czgs¢ rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

(podpis oéwiadczajacego)
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Dr hab. Dorota Dymkowska

(imic i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Warszawa, dnial9.03.2025 r.

Jako wspotautor pracy pt. f-escin activates ALDII and prevents cigarette smoke-

induced cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170,

0753-3322) oswiadczam. ze moj wkiad merytoryczny w powstanic

2024, 115924, ISSN

t¢j pracy obgjmowat

oznaczenia laboratoryjne. prace nad tekstem manuskrypiu oraz akeeptacia ostateczngj wersji

manuskryptu. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacyi okreslam jako 2 %.

Wiklad Malwiny Soltysiak w powstawanic publikacji okreslam jako

35 %. obgimowal on

rekrutacjg chorych. wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikow badan oraz

prace nad tekstem manuskryptu. Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie wiw pracy

jako czese rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soliysiak.

l. - 4
S A Y e

(padpis odwiadezajgeego)
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Mgr Laura Turos-Korgul

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-

induced cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN
0753-3322) oswiadczam, 2¢ méj wklad meryloryczny w powstanic tej pracy obejmowal
oznaczenia laboratoryjne, prace nad tekstem manuskryptu oraz akeeptacja ostatecznej wersji
manuskryptu. M6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okrelam Jako 2 %
Wklad Malwiny Soltysiak w powstawanic publikacji okre$lam Jako 35 %, obejmowal on
rekrutacje chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacje wynikéw badan oraz
pracg nad tekstem manuskryptu. Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy
jako cz¢$¢ rozprawy doktorskicj lek. Malwiny Soltysiak.

(podpis oémudcm_mocgo)
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Mgr Paulina Wéjtowicz
(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. f-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-
induced cell death (Biomedicine & Pharmacotherapy, Volume 170, 2024, 115924, ISSN
0753-3322) o$wiadczam, ze moj wklad merytoryczny w powstanie tej pracy obejmowat
oznaczenia laboratoryjne, prace nad tekstem manuskryptu oraz akceptacja ostatecznej wersji
manuskryptu. Méj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2 %.

Wkiad Malwiny Soltysiak w powstawanie publikacji okreslam jako 35 %, obejmowal on
rekrutacj¢ chorych, wykonanie oznaczen laboratoryjnych, interpretacj¢ wynikow badan oraz
prac¢ nad tekstem manuskryptu. Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy

jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek. Malwiny Soltysiak.

(podpis o$wiadczajgcego)
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