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~NIEKTORE ASPEKTY TOKSYCZNEGO DZIALANIA POCHODNEJ BENZOFENONU (BP-2)*

Pochodne benzofenonu nalezg do grupy substancji promieniochtonnych zwanych filtrami
przeciwstonecznymi, chronigcych przed negatywnym dzia{aniem.promieniowania ultrafioletowego
(UV). Swiatowa produkcja i zuzycie benzofenonéw jest ogromne i ciggle wykazuje tendencje
wzrostowa w odpowiedzi na zapotrzebowania przemystu. Benzofenony, w tym BP-2 badany
szczegblowo w tej dysertacji jest sktadnikiem wielu kosmetykow, wykorzystywany jest takze jako
dodatek do r6znego rodzaju tworzyw sztucznych, a dodatkowo wystepuje w wielu zanieczyszczonych
produktach spozywczych. Ekspozycja cztowieka na filtry UV zachodzi gtéwnie poprzez wchianianie
z powierzchni skory, ale takze nalezy bra¢ pod uwage stosunkowo wysokie stezenia benzofenonéw w
wodach rzek, Sciekach, tkankach ro$lin i zwierzat. Tak wiec, zwigzki te mogg z tatwoscia przedostawaé
si¢ do organizmu ludzi i wplywa¢ niekorzystnie na wiele proceséw zyciowych. Uwazano, ze filtry UV
mogg mie¢ jedynie niekorzystny wplyw na skére wywolujac reakcje alergiczne prowadzace do
kontaktowego zapalenia skory. Obecnie jednak wiadomo, ze toksyczne dzialanie pochodnych
benzofenonu jest zwigzane przede wszystkim z ich istotnym wptywem na uktad hormonalny: dziatanie
cstrogenne 1 antyandrogenne, a takze niekorzystnym dzialaniem zaklécajagcym funkcjonowanie
tarczycy. W grupie pochodnych benzofenonu wigkszos¢ analiz dotyczacych dziatan niepozadanych
skupiona byla na BP-3 jako najczedciej stosowanego filtra UV, ktérego wysokie stezenia jak na to

wskazujg dane literatury $wiatowej oznaczano w zardwno w moczu jak i w surowicy krwi kobiet i



mezezyzn, a takze matych dzieci. Natomiast efekty dziatania BP-2, ktory jest jednym z metabolitéw
BP-3 na organizm ludzki, a zwlaszcza jego wpltyw na komoérki nerwowe mézgu, markery apoptozy
czy procesy oksydacyjne zachodzace w osrodkowym ukiadzie nerwowym (OUN) w warunkach in

vivo nie byly do chwili obecnej przedmiotem badan.

Tak wiec temat rozprawy uwazam za bardzo interesujgcy, gdyz dotyczy jak dotad stabo
poznanego udzialu BP-2 na przezywalno$¢ komorek nerwowych oraz potencjalne dzialanie
cytotoksyczne w badaniach in vitro na linii komérkowej ludzkiej neuroblastomy SH-SY5Y, a takze w
badaniach ex vive po wielokrotnym, 4-tygodniowym naskérnym podawaniu BP-2 samcom szczuré6w
Wistar. Pragne podkresli¢, ze Doktorantka postawila przed sobg kilka waznych probleméw do
rozwigzania. Gléwnym celem podjetych badar byto okreslenie zdolnosci BP-2 do przechodzenia przez
barier¢ krew-modzg i jego potencjalnego neurotoksycznego dziatania na komérki nerwowe mézgu.
Celem okreslenia potencjalnego cytotoksycznego dzialania BP-2 oceniano jego wptyw na markery
stresu oksydacyjnego oraz procesu apoptozy w strukturach mézgu szczura, czyli gléwnych procesow
lezgcych u podstaw choréb neurodegeneracyjnych. Wybrano dwie struktury mézgu: hipokamp i kore
czolowa, a wigc struktury szczegélnie wrazliwe na neurotoksyczne dzialanie ksenobiotykow.
Kolejnym waznym punktem prowadzonych badan bylo oznaczenie stezenia BP-2 zaré6wno wolnej
frakcji jak i frakcji catkowitej (zwigzek macierzysty + metabolity) metods chromatografii
cieczowej/spektrometrii mas w strukturach mézgu (kora czotowa, hipokamp, mézdzek) oraz tkankach
obwodowych: w surowicy krwi, watrobie, w tkance ttuszczowej i jadrach. Dodatkowo, istotnym celem
badari Doktorantki byto takze pytanie czy BP-2 w opracowanym modelu ex vivo wplywa na czynnosé
hormonéw plciowych, hormonéw tarczycy oraz na funkcje uktadu immunologicznego.

W tym miejscu pragne podkresli¢, ze Doktorantka analizowata wplyw BP-2 na funkcje wielu
ukiadéw zar6wno obwodowych jak i centralnych w bardzo szerokim zakresie co wymagalo
doskonatego przygotowania metodycznego i czyni recenzowang rozprawe pod wzgledem
metodycznym na wysokim poziomie.

Uktad pracy jest typowy dla dysertacji doktorskich i sklada sie z 5 gtéwnych rozdziatow:
Wstep, 2. Cel pracy, 3. Materiat i Metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja i spis najnowszych 185 pozycji
literaturowych dobrze dobranych i bezbtednie cytowanych w tekscie pracy, a ponadto: Podsumowanie
wynikéw, Wnioski, oraz wymagane Streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Praca zawiera takze
bardzo przydatny dla czytelnika Wykaz skrétow oraz Spis tabel (IX) i rycin (27). Doktorantka
zamiescita takze spis 3 publikacji zawierajacych wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie
doktorskiej. Istotnym jest fakt, ze sg to publikacje w czasopismach takich jak: Neurotoxicology,
Toxicology, Neurotoxicity Research o wysokim wspétczynniku wplywu (ok. 3,5) w ktoérych



Doktorantka jest pierwszym autorem. Tak wiec, przeprowadzone przez Panig mgr Broniowska badania
zostaty juz wnikliwie zrecenzowane przed ich opublikowaniem w wyzej wymienionych czasopismach
naukowych.

Przechodzac do dalszego omoéwienia przedstawionej do recenzji dysertacji w obszernym
Wstepie Autorka wprowadza czytajacego w szeroki zakres problematyki zwigzanej ze szkodliwoscig
promieniowania ultrafioletowego, réznego rodzaju filtréw zaréwno chemicznych jak i mineralnych
oraz na podstawie literatury §wiatowej bardzo szczegétowo omawia wptyw pochodnych benzofenonu
na funkcje wielu ukladéw: endokrynologicznego, rozrodczego, na poziom hormonéw tarczycy, a
ponadto na komérki centralnego systemu nerwowego zar6wno u ludzi jak i zwierzat laboratoryjnych.
To kompendium wiedzy poparte najnowszymi danymi literaturowymi przybliza czytelnikowi waznosé
prowadzonych przez Autorke badan biorac pod uwage powszechnosé stosowania chemicznych filtréw
UV zawierajacych pochodne benzofenonu, w tym BP-2.

Opisy stosowanych przez Doktorantke¢ metod sg bardzo szczegbtowe i jasno przedstawione w
postaci schematéw i tabel. Nalezy tu podkresli¢ nieinwazyjny dla zwierzat, naskérny sposéb
podawania badanej substancji w postaci masci 2 x dziennie przez 4 tygodnie, co niewatpliwie ma
istotne znaczenie dla dobrostanu zwierzat szczegélnie w badaniach chronicznych. Z przedstawionego
materiatu wida¢, ze Doktorantka opanowata szeroki wachlarz technik badawczych — w badaniach in
vitro prowadzenie hodowli komoérek ludzkiej neuroblastomy (SH-SY5Y), w ktérej przeprowadzono
badania zywotnodci neuronéw, cytotoksycznego dziatania BP-2, oznaczanie aktywnosci kaspazy-3,
wizualizacj¢ zmian apoptotycznych w barwieniu Hoechsta. W badaniach ex vive po naskérnym,
wielokrotnym podaniu BP-2 w postaci masci analizowano stgzenia BP-2 w strukturach mézgu metoda
chromatografii cieczowej, oznaczano markery stresu oksydacyjnego oraz catkowita aktywnos$é
antyoksydacyjng w korze czotowej i hipokampie, ponadto analizowano poziom wielu hormonéw w
surowicy krwi metodg ELISA (testosteronu, progesteronu, prolaktyny, hormonéw tarczycy:
tyreotropiny TSH, stezenia fT3 i fT4).

Otrzymane wyniki badan zostaty przedstawione w sposéb jasny i czytelny na 27 rycinach i w
9 tabelach. Wyniki badan in vitro wykazaty, ze badany zwigzek BP-2 wywierat cytotoksyczne
dziatanie na komorki linii SH-5YSY ludzkiej neuroblastomy i juz stezeniach nM indukowat proces
apoptozy nasilajac aktywnos¢ kaspazy-3, gtéwnego enzymu wykonawczego w tym procesie,
natomiast w stgzeniach wyzszych uM wykazywat dzialanie nekrotyczne. W barwieniu Hoechsta
wizualizacja zmian apoptotycznych potwierdzila proapoptotyczne dziatanie BP-2 juz w niskich
stezeniach nM (108,107 i wykazata charakterystyczng dla procesu apoptozy kondensacje chromatyny
i fragmentacje jader w komorkach ludzkiej neuroblastomy. W tym $wietle badania ex vivo przyniosty
zaskakujgce wyniki. Paradoksalnie, dtuzsza ekspozycja na dziatanie BP-2 na obwodzie dziata



ochronnie na komoérki nerwowe w korze czolowej szczura, obnizajac poziom reaktywnych form tlenu,
poziom peroksydacji lipidow oraz zwigkszajac catkowita zdolnos¢ antyoksydacyjng komdrek
nerwowych w tej strukturze.

W tym miejscu cheiatabym wrécié¢ do jednego z gtéwnych celéw pracy, a mianowicie pytania
czy BP-2 przechodzi z obwodu przez bariere krew-modzg do struktur mézgu. Analizujac poziomy BP-
2 w strukturach mézgu po miesi¢cznym nask6rnym jego podawaniu nalezy wzigé pod uwage strukture
zwigzku i obecnos$¢ w czasteczce grup hydroksylowych znacznie utrudniajacych i spowalniajgcych
jego penetracje przez barier¢ krew-moézg. Dlatego brakuje mi w pracy wzordéw strukturalnych zaréwno
BP-3 jak i jego metabolitow BP-1 i badanego BP-2 oraz dyskusji jakie ewentualne znaczenie moze
mie¢ struktura zwiazku w oddzialywaniu na komérki moézgu. Doktorantka wielokrotnie we Wstepie
pracy oraz w Dyskusji powotuje si¢ na dane literaturowe wskazujgce, ze BP-3 przechodzi z tatwosciag
przez barier¢ krew-mozg i jego stezenia po obwodowej aplikacji sg w mozgu znacznie wyzsze W
poréwnaniu z otrzymanymi w tej pracy stezeniami BP-2. Przedstawiona w dysertacji analiza stezef
BP-2 na obwodzie oraz w strukturach OUN po miesiecznym naskérnym podawaniu wykazala ok. 100-
krotng réznice na korzysé tkanek obwodowych w poréwnaniu z mézgiem. Tak wiec mozna
powiedzie¢, ze BP-2 bardzo stabo penetruje przez bariere krew-mozg, a jego w pewnym sensie
neuroprotekcyjne dziatanie na komorki nerwowe w mézgu pozostaje niewyjasnione. Mozna tylko
dywagowaé, ze tak niskie stezenia ksenobiotykéw w mézgu majg zdolno$é hamowania enzyméw
biorgeych udzial w procesach utleniania (np. MAO), takie badania w przyszlosci mozna
przeprowadzi¢ w nieinwazyjnych eksperymentach in vitro.

Natomiast, jednoznaczne i wazne wyniki z punktu widzenia praktycznego otrzymano badajac
wptyw BP-2 na parametry uktadu neuroendokrynologicznego i immunologicznego. Wykazano, ze BP-
2 wywoluje nadczynnosé tarczycy prowadzac do spadkéw TSH i istotnych wzrostow hormonéw
tarczycy T3, T4, zaburza poziom hormonéw piciowych obnizajac poziom testosteronu we krwi i
jadrach, zaburzal proces spermatogenezy i obnizat liczbe i ruchliwo$é plemnikéw, natomiast zwigkszat
poziom estradiolu. Stwierdzono takze nasilenie funkcji uktadu immunologicznego i brak wplywu na
parametry hematologiczne.

Mocng strong pracy jest sprawnie przeprowadzona dyskusja otrzymanych wynikéw, ktora
zostata podzielona na podrozdzialy omawiajgce oddzielnie wplyw BP-2 w badaniach in vitro oraz w
badaniach ex vivo z wyréznieniem jego wplywu na funkcje tarczycy, funkcje jader i poziom hormonéw
plciowych, uktad immunologiczny i parametry hematologiczne. Uwazam, Ze tak skonstruowana
dyskusja znacznie utatwia czytelnikowi ogarnigcie bogatej ilosci otrzymanych wynikéw i podkresla
ich znaczenia dla funkcji wielu badanych przez Autorke uktadéw zaréwno obwodowych jak i
centralnych.



Mam natomiast zastrzezenia do formy w jakiej zostaly ujgte wnioski z przedstawionych w dysertacji
badan (Rozdziat 7. Wnioski). Sg one krotkim powtérzeniem najwazniejszych otrzymanych wynikow,
natomiast brakuje mi bardziej ogélnych sformutowan, ktére moglyby byé wskazéwkami
aplikacyjnymi np. czy stosowanie BP-2 jako filtra UV jest bezpieczniejsze od BP-3 biorgc pod uwage

rdznic¢ w penetracji bariery krew-moézg?

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawione przeze mnie drobne uwagi w zaden sposéb
nie wplywaja na mojg wysoka ocene pracy doktorskiej mgr Zanety Broniowskiej. Co wigcej, wartosé
merytoryczna kompleksowo zaplanowanych i zrealizowanych, a takze bardzo starannie opracowanych

przez Doktorantke badan farmakologicznych zastuguje na szczegdlne podkreslenie.

Uwazam, Ze rozprawa doktorska Pani mgr Zanety Broniowskiej w petni odpowiada wszystkim
wymogom stawianym rozprawom doktorskim sformutowanym w ustawie o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM
w Krakowie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Zanety Broniowskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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