Katedra i Zaklad Farmakologii Doswiadczalnej i Klinicznej
Uniwersytet Medyczny w Lublinie
ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin
Telefon sekr.(81) 448 64 50 Kier.( 81) 448 6452,
e-mail: fdik@umlub.pl

Lublin, 31.08.2020 r. dr hab. n. med. Zofia Danilczuk

Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Zanety Broniowskiej pt.: ,,Niektore aspekty
toksycznego dzialania pochodnej benzofenonu (BP-2)”

wykonanej w Katedrze Toksykologii Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie

pod kierunkiem prof. dr hab. Bogustawy Budziszewskie;j

Obserwacje ostatnich lat dotyczace narastajgcego zanieczyszczenia Srodowiska i jego
wptywu na organizmy zywe, jest niezwykle waznym zagadnieniem. Okazuje sie, ze nawet
~hiewinne” zwigzki, ktérych nazwa sugeruje dziatanie ochronne przed szkodliwymi
warunkami $rodowiska, same moga powodowaé zaburzenia funkcji organizmu i wykazywaé
toksycznos¢.

Tematem badawczym mgr Zanety Broniowskiej, byla ocena toksycznego wplywu
benzofenonu-2, srodka powszechnie stosowanego jako filtr przed promieniowaniem
ultrafioletowym (UV). Doktorantka korzystata z grantu finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki w Krakowie oraz z dotacji statutowych Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Zanety Broniowskiej oparta jest na
wynikach doswiadczalnych trzech oryginalnych artykutéw, opublikowanych w jezyku
angielskim w indeksowanych czasopismach o bardzo dobrej renomie. We wszystkich pracach,
wydanych drukiem w latach 2016-2019, ktorych taczny wskaznik oddziatywania impact factor
wynosi 10,121, mgr Zaneta Broniowska jest pierwszym autorem, co jednoznacznie $wiadczy
0 Jej wiodgcym udziale w powstawaniu tych prac.

Juz na wstgpie, nalezy podkresli¢, ze Autorka. na nowo. uporzadkowala wyniki i zredagowala
kompletne dzieto, o duzej wartosci poznawczej. Nie ma watpliwosci, ze tak przedstawiona
forma rozprawy wymagata od Doktorantki wigkszego naktadu pracy niz napisanic autoreferatu.

Rozprawa doktorska mgr Zanety Broniowskiej liczy 139 stron i ma charakter typowy dla
dysertacji. Sktada si¢ z przejrzyscie przedstawionego spisu tresci, wstepu, metodyki, wynikow
wraz z wlgczong dokumentacjg (25 wykresow, 5 tabel), dyskusji, podsumowania, wnioskow,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, referencji (185 pozycji plus dwa raporty) . wykazu



skrotow, spisu tabel i rycin oraz spisu wlasnych publikacji zawierajgcych wyniki przedstawione
W rozprawie.

W obszernym wstepie, Autorka, bardzo wnikliwie i1 logicznie, przeanalizowata wplyw
promieniowania ultrafioletowego (UV) na prawidlowe funkcjonowanie organizmu,
konsekwencje jego niewtasciwego korzystania, jak i mozliwej naturalnej fotoprotekeji przed
jego skutkami. Poniewaz naturalna ochrona przed promieniowaniem UV jest niewystarczajaca,
istnieje konieczno$¢ korzystania ze sposobdéw sztucznej ochrony przeciwstoneczne;.
Niekorzystne dzialanie promieniowania ultrafioletowego. w szczegblnosci na skore.
powodujgce czgsto zmiany o charakterze nowotworowym, wymusza potrzebe stosowania
preparatow z filtrami UV co jest rekomendowane przez Polskie Towarzystwo
Dermatologiczne. Kolejnym zagadnieniem omawianym we wstepie byto zapoznanie czytelnika
z obecnie stosowanymi i juz nie stosowanymi ze wzgledu na obserwowang toksyczno$é.
filtrami fizycznymi i chemicznymi. Szczegdlng uwage Doktorantka poswiecita grupie
zwigzkéw  benzofenonu, a przede wszystkim 2.2 .4.4 -tetrahydroksybenzofenonowi
(benzofenon-2; BP-2), ktory byl przedmiotem Jej badan. Zwigzek ten jest powszechnie
stosowany w kosmetologii czy dodawany do opakowan zywnosci chronigc ja przed niszczacym
dziataniem promieni stonecznych, jak rébwniez wykorzystywany w przemysle samochodowym.
W oparciu o piSmiennictwo o zasiggu miedzynarodowym, Autorka omawia zagadnienia
zwigzane z dziataniem benzofenonu-2 na organizm czlowieka jak rowniez organizmy zwierzat
(np. ryby w wodach jezior, rzek) wskutek zanieczyszczonego Srodowiska tego typu zwigzkami.
Nalezy podkresli¢, ze mgr Zaneta Broniowska zgromadzita dostepne pismiennictwo, dotyczace
zarowno farmakokinetyki tego zwiazku, jak rowniez jego wptywu na ukfad endokrynologiczny.
ze szczegblnym uwzglednieniem badan w uktadzie rozrodczym, hormonow tarczycy i jej
funkeji a takze wplywu na komorki centralnego sytemu nerwowego. Poniewaz benzofenon-2.
z powodu swej budowy, moze wykazywac dziatanie estrogenne, Autorka przedstawita rowniez
najnowsze dane dotyczace receptorow estrogenowych, androgenowych czy progesteronowych,
mozliwe oddzialywanie na te struktury zwigzkéw benzofenonu-2 jak roéwniez skutki tego
oddzialywania.

Cel pracy postawiony jasno i logicznie, wytycza gtéwne kierunki badan.

Benzofenon-2, jako filtr UV, czesto jest stosowany na duza powierzchni¢ ciata i niekiedy przez

caly okres zycia. Zatem, gldwnym zadaniem bylto okreslenie zdolnosci benzofenonu-2 do
przechodzenia przez bariere krew-mdzg i jego wpltywu na przezywalnos¢ komorek nerwowych,
szczegodlnie wrazliwych struktur (hipokamp i kora czotowa) na czynniki stresu oksydacyjnego
I procesu apoptozy czyli proceséw lezacych u podstaw choréb neurodegeneracyjnych. Z
przytoczonych danych literaturowych wynika, ze benzofenon-2 moze zaburza¢ funkcje
endokrynologiczne, kolejnym wigc celem Doktorantki, byto zbadanie wptywu tego zwigzku na
wybrane funkcje uktadu immunologicznego, hormondw piciowych i tarczycy. Bardzo cennym
badaniem w kontekscie procesu rozrodczego i zaptodnienia, byto okreslenie wydolnosci gonad,
funkeji spermatogenezy oraz prawidlowosci w budowie samych plemnikow narazonych na
dziatanie benzofenonu-2. Nalezy podkresli¢, ze efekty dziatania benzofenonu-2 sa dotychczas
stabo zbadane a wplyw tego zwigzku na komdrki moézgu, aktywnos¢ ukiadu
immunologicznego, funkcje gonad czy parametry hematologiczne w warunkach in vivo nie
byly w ogdle przedmiotem badan.

Nowoczesny, imponujgcy warsztat badawczy, opisane jasno i dokladnie, zaopatrzone w
schematy 1 tabele, procedury doswiadczalne, budzg zaufanie do przedstawionych wynikéw,
Bogata metodyka pozwala konsekwentnie zrealizowa¢ wytyczone cele. Doktorantka stosowata
wiele metod badawczych m.in.: zakladata 1 prowadzila hodowle tkankowe, oznaczata rdzne



markery cytotoksycznosci, oceniala przezywalnos¢ komoérek i apoptoze ale takze wykorzystata
metody biologii molekularnej oznaczajac ekspresje mRNA receptorow estrogenowych
ilosciowa reakcjg tancuchowg polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-qPCR) czy metody
immunochemiczne przy ocenie biatek (ELISA, Western Blot , barwienia
immunoflurescencyne). Dziatanie benzofenonu-2 zostalo ocenione w badaniach zaréwno in
vitro jak i in vivo.

Wyniki eksperymentéw, udokumentowane przejrzystymi, z wizualnie przyjemnymi

graficznie wykresami i tabelami, uzupetniajg w peini luki w informacjach zaplanowanych
zadan. W pierwszym etapie eksperymentu Doktorantka okreslita dziatania cytotoksyczne i pro-
apoptotyczne benzofenonu-2 in vitro, w réznych stezeniach (10%* do 10* M), po 24 —i 72
godzinach ekspozycji na komorki ludzkiej neuroblastomy (SH-SY5Y). Do oceny
cytotoksycznosci Doktorantka stosowata pomiar aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej w
pozywce hodowlanej oraz badanie Zzywotnosci komorek metoda redukcji MTT. Natomiast,
zmiany proapoptotyczne benzofenonu-2 okreslata przez ocene aktywnosci enzymu
wykonawczego apoptozy, jakim jest kaspaza-3 oraz przez ocene kondensacji jader i
obkurczenia komérek, barwionych metoda Hoescht'a. Wyniki badan in virro wpltywu
benzofenonu-2 na zywotno$¢ komdrek nerwowych wykazaty, ze badany zwigzek juz w niskich
dawkach wywieral dziatanie pro-apoptotyczne a w wysokich dawkach nekrotyczne. W celu
petnego obrazu dziatania neurotoksycznego benzofenonu-2, wobec ograniczen modelu in vitro
(nie wszystkie komorki nerwowe w tym modelu sg obecne), Doktorantka stusznie zdecydowata
0 przeprowadzeniu badan in vivo w modelu zwierzgcym. Oceniata poziom benzofenonu-2 w
poszczegoOlnych tkankach oraz skutki oddzialywania badanego zwigzku na wybrane ukiady
organizmu. Dorostym samcom szczurzym aplikowata na skore benzofenon-2 w dawce 100
mg/kg m. c. dwa razy dziennie przez okres 4 tygodni. Wykazata, ze benzofenon-2 wchiania sie
do krwi i najwyzsze stezenia osiggal w watrobie i tkance ttuszczowej (odpowiednio 1,3 1 0.8
ng/ g tkanki), mniejsze w jadrach (150,92 ng/g tkanki). Benzofenon-2 przechodzi réwniez przez
bariere krew-mozg, chociaz jego stgzenia w wybranych strukturach (hipokamp i kora czotowa)
byty niskie (odpowiednio 5 ng/g i 16 ng/g tkanki). Autorka thumaczy ten fakt stabg penetracja
zwigzku do struktur osrodkowego ukladu nerwowego, zwiazang prawdopodobnie z jego
budowg. Nie mniej ciekawe, iz w tych stezeniach benzofenon-2 nie indukowal procesu
apoptozy a przeciwnie w korze czolowej zwigkszal aktywnos¢ antyoksydacyjng, obnizat
poziom reaktywnych form tlenu oraz peroksydacje¢ lipidow. Takie korzystne efekty mozna by
uzna¢ za dziatanie neuroprotekcyne benzofenonu-2, lecz Autorka bardzo ostroznie i z wielka
rozwagg komentuje t¢ zaleznos¢ jako zmiany adaptacyjne organizmu indukowane niskimi
dawkami zwigzku i nie wyklucza, ze kolejne ekspozycje lub wydtuzenie czasu ekspozycji
spowoduje niewydolnos¢ mechanizméw kompensacyjnych prowadzgce do inicjacji procesdw
patologicznych.
Bardzo cennymi badaniami mgr Zanety Broniowskiej byta ocena wplywu benzofenonu-2 na
ukiad hormonalny, w szczegélnosei na funkcje tarczycy i jader, ich wzajemne odziatywanie
ale rowniez ich oddziatywanie w ukladzie immunologicznym. Przy pomocy wielu
nowoczesnych procedur badawczych. Doktorantka wykazata, ze benzofenon-2 powodowat
nadczynno$¢ tarczycy, ktore to zaburzenie mogto mieé¢ swoéj udziat w zwiekszonej aktywnosci
uktadu immunologicznego. Okazato sig, ze benzofenon-2 nasila aktywnosé metaboliczng i
proliferacyjng splenocytow, zwigksza zywotno$¢ tymocytdw, uwalnianie NO z komorek
grasicy i Sledziony. Wobec takiego wyniku dziatania benzofenonu-2, Autorka sugeruje, ze
istnieje ryzyko rozwoju choréb alergicznych czy choréb o podlozu autoimmunologicznym i
dalsza dokumentacja tego aspektu jest bardzo wazna i wysoce aplikacyjna.



[stotnym kolejnym celem, ktéry zostal zrealizowany przez Doktorantke. to wplyw
benzofenonu-2 na poziom hormondw plciowych i spermatogeneze. Ciekawe, ze badany
zwiazek zaburzat funkcje gonad, powodujgc obnizenie poziomu testosteronu a zwickszat
poziom 17B-estradiolu. Jednoczesnie obserwowano obnizenie stezenia hormonu
luteinizujgcego (LH), co Autorka thumaczy hamujacym mechanizmem sprzezenia zwrotnego u
samcow silnie obnizajacego poziom gonadotropin przez zwiekszone stezenie 17p-estradiolu.
Ponadto, mgr Zaneta Broniowska analizowala réwniez wplyw badanego zwiazku na
zaburzenia w spermatogenezie, gdzie obserwowata zmniejszenie ilosci plemnikow oraz ich
zmiany morfologiczne oraz wpltyw na ich ruch progresywny, kluczowy dla zaptodnienia. Po
raz pierwszy zostal zbadany wplyw benzofenonu-2 na parametry hematologiczne, ktore
pozostaly niezmienione,

Analiza statystyczna wynikdw zostata zaplanowana prawidlowo i przeprowadzona
doglebnie.

Dyskusja przeprowadzona w sposdb bardzo logiczny i przejrzysty, swiadczy o szerokiej
wiedzy farmakologicznej dotyczacej aspektéw zaplanowanych eksperymentéw jak i samych
procedur wykonawczych prowadzacych do rzetelnej dokumentacji badan. Nalezy podkresli¢,
Doktorantka zgromadzita imponujgcg ilo$¢ wynikdéw, odpowiednio je zinterpretowata i
skonfrontowata z danymi bibliograficznymi. Dyskusja zawiera osobiste spostrzezenia i uwagi
dotyczace badan wlasnych i innych badaczy, co $wiadczy o duzej wiedzy i rozwadze Autorki
w wyprowadzaniu prawidlowych wnioskow.

Ponadto, nalezy podkresli¢, ze bardzo dobrym pomystem jest zaproponowanie czytelnikowi
zwigzlego podsumowania wynikow, ulatwiajacego przesledzenie najwazniejszych osiggnieé
badawczych.

Moim obowigzkiem jako recenzenta byla ocena wszystkich aspektow merytorycznych i
interpretacyjnych dysertacji mgr Zanety Broniowskiej. Uwagi dotycza raczej pytan anizeli
krytycznych uwag, gdyz wyniki tej rozprawy byly juz wczesniej przedmiotem wnikliwych
recenzji w publikacjach renomowanych czasopism. Po pierwsze, interesujgcy jest dla mnie
dobor dawki podawanej naskornie u szczura. czy byl to eksperymentalny dobér taki aby
otrzymaé stezenia toksyczne w badanych tkankach (w tytule : ocena toksycznosci). czy
zastosowana dawka zostata zaproponowana na podstawie pi$miennictwa? A jakie ilosci (chodzi
o uwolnienie jednej porcji. dawki) zwigzkow niektorych znanych preparatow z ochronnymi
filtrami sg aplikowane na skore podczas kapieli stonecznych? Czy takie informacje znajdujemy
na opakowaniach?

Po drugie, bardzo ciekawe bylyby oznaczenia w osoczu parametréw funkcji watroby, jako, ze
w tej tkance znaleziono wyzsze stgzenia BP-2. Czy byly badania oceniajgce funkcje watroby
po narazeniu na BP-2 i jak dlugo po kilkukrotnym narazeniu utrzymuje si¢ ich poziom w
tkankach?

Powyzsze zapytania czy drobne uchybienia literowe nie wplywaja w zaden sposéb na bardzo
pozytywng ocene powstatego dzieta. Rozprawa doktorska mgr Zanety Broniowskiej zostala
ambitnie zaplanowana, skrupulatnie wykonana a otrzymane wyniki i poprawnie wyciggniete
wnioski aplikujg do dalszych badan. Nalezy podkresli¢, ze Autorka dotgcza istotne komentarze
I uwagl co do przysztosci stosowania zwiazkdw benzofenonu. zarowno u dzieci i dorostych.,
szczegolnie ze wzgledu na zaburzenia funkcji endokrynologicznych. Praca ma cechy dysertacji
nowatorskiej, wnoszacej bardzo praktyczne informacje do zycia codziennego i powinna byé
wykorzystana w propagowaniu powszechnej wiedzy zdrowotnej w spoteczenstwie.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Zanety Broniowskiej
pt.:”"Niektdre aspekty toksycznego dziatania pochodnej benzofenonu (BP-2)" spetnia wszystkie
kryteria ustawowe stawiane dysertacjom naukowym zgodnie z art.13 ust.1 ustawy z dn. 14
marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie



sztuki (Dz. U. Nr 65, poz 595, z pézn. zm.). W zwiqzl{u z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny
Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o dopuszczenie
mgr Zanety Broniowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie sktadam
wniosek 1 prosze o wyroznienie rozprawy. Uzasadnienie wniosku w zataczniku,
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