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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Wnuk
pt.: ”Efekty dzialania chemicznego filtra UV, benzofenonu-3 w komoérkach
nerwowych myszy”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Agnieszki Wnuk zostata wykonana
w Zaktadzie Neuroendokrynologii Doswiadczalnej Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii
Nauk w Krakowie, pod kierunkiem dr hab. Malgorzaty Kajty. Na rozprawe doktorska
sktadaja si¢ trzy — nizej wyszczegdlnione — prace oryginalne, opublikowane w jezyku
angielskim w czasopismach z listy JCR, ktorych laczny wspodtczynnik oddziatywania
IF wynosi 14,247 (za 5-letni okres IF=14,091), a punktacja wg MNiSW — 110.

1. Wnuk A., Rzemieniec J., Lason W., Krzeptowski W., Kajta M. Apoptosis Induced by
the UV Filter Benzophenone-3 in Mouse Neuronal Cells Is Mediated via Attenuation
of Era/Ppary and Stimulation of Erp/Gpr30 Signaling. Mol Neurobiol. 2018, 55: 2362-
2383.

2. Wnuk A., Rzemieniec J., Lason W., Krzeptowski W., Kajta M. Benzophenone-3
Impairs Autophagy, Alters Epigenetic Status and Disrupts Retinoid X Receptor
Signaling in Apoptotic Neuronal Cells. Mol Neurobiol. 2018, 55: 5059-5074.

3. Wnuk A., Rzemieniec J., Litwa E., Lason W., Kajta M. Prenatal Exposure
to Benzophenone -3 (BP-3) Induces Apoptosis, Disrupts Estrogen Receptor Expression
And Alters the Epigenetic Status of Mouse Neurons. J Steroid Biochem Mol Biol.
2018,182: 106-118.

We wszystkich wymienionych publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem,
a Pani Promotor peknita role autora korespondujacego. Zatgczona dokumentacja zawiera takze
o$wiadczenia Wspodtautorow, wskazujace na wysoki udziat Doktorantki w przeprowadzeniu
badan przedstawionych w zataczonych publikacjach. Prezentowane badania byly finansowane
przez NCN w ramach projektu Preludium — 7 (Nr 2014/13/N/NZ4/04845). Rozprawa
doktorska mgr A. Wnuk, oprocz kopii ww. publikacji, zawiera Autoreferat, w ktorym
przedstawiono: wykaz uzywanych skrotow, wykaz publikacji stanowigcych osiagniecie
badawcze, merytoryczne wprowadzenie do podjetego problemu badawczego pt. Wstep,
Hipoteze badawczg i Cel badan, a w ramach opisu poszczeg6élnych publikacji — informacje
o stosowanych metodach badawczych, uzasadnienie badan oraz uzyskane wyniki, ktore
w Dyskusji poddano wnikliwej analizie ze szczegélnym uwzglgdnieniem efektow dziatania
benzofenonu-3 in vitro oraz nastepstw prenatalnej ekspozycji na dziatanie tej substancji.



W Autoreferacie zamieszczono rowniez Podsumowanie, Wnioski i Wniosek korncowy,
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz Bibliografie, zawierajaca 132 pozycje
cytowanego pismiennictwa.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy identyfikacji toksycznych
i apoptotycznych skutkow 1 mechanizméw dziatania benzofenonu-3 (2-hydroksy-4-
metoksybenzofenonu) w komorkach nerwowych myszy. Benzofenon-3 jest organicznym
zwigzkiem chemicznym o wilasciwosciach lipofilnych i promieniochtonnych, absorbujacym
promieniowanie UVB i UVA. W zwigzku z tym jest on uzywany jako sktadnik preparatow do
opalania oraz wielu kosmetykow i innych produktoéw, takich jak: wyroby plastikowe,
tekstylia, lakiery i farby. Produkcja tej substancji w skali europejskiej si¢ga kilkaset ton
i narazenie czlowicka na jej dzialanie jest bardzo duze. Ze wzgledu na swojg budowe
chemiczng, benzofenon-3 — obok dioksyn, bifenyli, nanofenoli i pestycydow — nalezy do
grupy zwigzkow zaburzajacych funkcje endokrynne organizmu (EDC). Zwiazki te stanowia
powazne zagrozenie dla prawidlowego przebiegu procesow fizjologicznych i wigkszos¢
z nich (w tym benzofenon-3) wykazuje zdolno$¢ przemieszczania si¢ przez barierg lozyskowsa
oraz barier¢ krew-moézg. Badania benzofenonu-3 pod katem jego zdolnosci do zaktdcania
procesow endokrynnych dotychczas byly prowadzone glownie w odniesieniu do uktadu
rozrodczego, natomiast nie badano efektow dziatania tego zwigzku w uktadzie nerwowym.
Zatem, okre$lenie wptywu benzofenonu-3 na komodrki nerwowe nalezy uzna¢ za w pelni
uzasadnione przedsigwzigcie badawcze.

We Wistepie, Doktorantka przedstawia charakterystyke benzofenonu-3 — wystgpowanie
i narazenie ludzi na jego dziatanie oraz mozliwo$¢ zaburzania przez ten zwigzek regulacji
neurohormonalnych. Opisuje procesy, z ktorymi jego dziatanie moze by¢ powigzane, takie jak
apoptoza, autofagia oraz mechanizmy epigenetyczne. Opisuje rowniez receptory, ktore moga
by¢ celem oddzialywania zwigzkoéw hormonalnie czynnych, w tym takze benzofenonu-3,
tj. receptory estrogenowe — klasyczne (ESR1 i ESR2) i bltonowe zwigzane z biatkiem G
(GPER1), receptory retinoidowe typu X (RXRa, RXRB i RXRy) oraz receptor aktywowany
przez proliferatory peroksysomow typu gamma (PPARYy). Przyjeta przez Doktorantke
procesy apoptotyczne w komodrkach nerwowych myszy w powigzaniu z wczesniej
wymienionymi receptorami oraz zaburza naturalny przebieg procesu autofagii w komorkach
nerwowych 1 zmienia profil epigenetyczny tych komorek. W konteks$cie przyjetej
1 uzasadnionej we ,,Wstepie” hipotezy badawczej, Doktorantka wyznacza sobie trzy gtdéwne
cele pracy, takie jak:

1) identyfikacja toksycznych i apoptotycznych efektow dziatania benzofenonu-3
w komorkach nerwowych myszy w hodowli pierwotnej in vitro;

2) oOkreslenie mechanizmoéw dziatania benzofenonu-3 w komoérkach nerwowych myszy,
z uwzglednieniem potencjalnego udzialu w nich receptoréw estrogenowych
i retinoidowych typu X oraz receptora aktywowanego przez proliferatory



peroksysomow (poprzez okre§lanie zmian w ekspresji mRNA 1 biatka tych
receptoréw), a takze wptywu benzofenonu-3 na proces autofagii i status epigenetyczny
komorek nerwowych;

3) zbadanie wptywu prenatalnej ekspozycji na benzofenon-3 na procesy apoptotyczne,
ekspresje receptorow estrogenowych oraz status epigenetyczny komorek nerwowych.

Przedstawione cele rozprawy doktorskiej jasno okreslajg kierunki weryfikacji przyjete;
hipotezy badawczej i wskazujg na bardzo kompleksowe podejscie do rozpatrywanego
problemu badawczego. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem myszy szczepu Albino
Swiss CD1 w uktadzie in vitro i in vivo, a ich przebieg zilustrowano na ogdlnym schemacie
zamieszczonym w Autoreferacie. W badaniach tych zastosowano liczne techniki badawcze,
m.in. takie jak: pomiar aktywnos$ci kaspaz (3 i 8) oraz blokowanie kaspaz (8 i 9) przy pomocy
selektywnych inhibitoréw, oznaczanie dehydrogenazy mleczanowej, blonowego potencjatu
mitochondrialnego i poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) w komoérkach, wizualizacja
jader komoérkowych 1 cytoplazmy na zasadzie przyzyciowego barwienia komodrek z uzyciem
Hoechst 33342 i kalceiny AM, detekcja autofagosomow na podstawie odczytu fluoroscencji
po zastosowaniu specyficznego ich markera, analiza ekspresji gendw zaangazowanych
W proces apoptozy i autofagii z wykorzystaniem mikromacierzy, ilosciowa analiza qPCR
ekspresji genow (Esrl i 2, Gpr30, Pparg, Rxra, i y, Bcl2, Bax, Casp3), oznaczanie biatek
przy pomocy analizy Western-blot (ERa i B, GPR30, PPAR-y, RXRa, i y, BCL2, BAX,
CASP3) i testow immunoenzymatycznych ELISA (ERa i B, GPR30, PPAR-y, RXRa, B 1 v,
BCL2, BAX, CASP3), oznaczanie poziomu globalnej metylacji oraz metylacji wybranych
genow (Esrl i 2, Gpr30, Bcl2, Bax), okreslanie aktywnosci DNA metylotransferazy oraz
aktywnosci acetylotransferazy histonowej (HAT) 1 deacetylazy histonowej HDAC),
oddzialywanie na badane receptory selektywnymi ligandami (agonistami i antagonistami)
oraz wyciszanie ich ekspresji przy uzyciu specyficznych siRNA (Esrl i 2, Gpr30, Pparg,
Rxra, f i y), jak rowniez barwienie immunofluoroscencyjne i mikroskopia konfokalna.
Podsumowujac stron¢ metodyczng przeprowadzonych badan, na szczegdlne uznanie
zashuguje wlasciwy dobdr metod badawczych oraz ich réznorodnos¢. Znaczaco podnosi to

poziom naukowy przeprowadzonych przez Doktorantke badan. Nalezy doda¢, iz wymienione
powyzej metody dosy¢ szczegodtowo opisano w zatagczonych publikacjach.

Wyniki badan przeprowadzonych przez mgr Agnieszke Wnuk w ramach rozprawy
doktorskiej zostaty zaprezentowane w trzech pracach opublikowanych w br. (2018) w wysoko
punktowanych czasopismach, takich jak: Molecular Neurobiology (2) oraz Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology (1). Fakt ten dowodzi, ze spetnily one wysokie
wymagania redakcji tych czasopism 1 wuzyskaly pozytywne opinie recenzentow
wydawniczych. Badania Doktorantki dostarczyly wiele interesujacych i warto$ciowych
wynikéw. Sposrdd nich, na szczegodlne wyrdznienie — wg. mnie — zasluguje wykazanie, ze:

1) benzofenon-3 dziata neurotoksyczne i indukuje procesy apoptotyczne (glownie
poprzez wewngetrzny szlak apoptotyczny) w komorkach nerwowych, ostabia w nich
sygnalizacje zwigzang z receptorami ESR1 1 PPARY, za$ stymuluje $ciezki zwigzane
z receptorami ESR2 i GPER1, co potwierdzaja zmiany w ekspresji mRNA i biatek



tych receptorow oraz wyniki eksperymentow z uzyciem selektywnych ligandéw
I specyficznych siRNA;

2) wickszg wrazliwo$¢ na dziatanie benzofenonu-3 wykazuja komorki kory nowej niz
hipokampa;

3) indukcji apoptozy przez benzofenon-3 towarzyszy rowniez zaburzenie szlakow
angazujacych receptory retinoidowe typu X (tj. stymulacja sygnalizacji zwigzanej
z receptorem RXRa i ostabienie $ciezek zwigzanych z receptorami RXRp i RXRy)
oraz uposledzenie procesu autofagii i statusu epigenetycznego komodrek nerwowych;

4) prenatalna ekspozycja na benzofenon-3 nasila procesy apoptotyczne w neuronach
myszy, obniza ekspresjc mRNA i biatka receptorow ESR1 i ESR2, a zwigksza
ekspresjc GPER1, wywoluje zmiany w statusic epigenetycznym komorek
(hipometylacje DNA) oraz zmiany poziomu metylacji gendw zwigzanych z apoptoza
1 sygnalizacjg estrogenowa.

Duze znaczenie wynikow badan przedstawionych w publikacjach stanowigcych rozprawe mgr
Agnieszki Wnuk wynika z faktu, ze w zasadzie po raz pierwszy okreslaja one niekorzystne
skutki dziatania benzofenonu-3 — powszechnie uzywanego do produkcji kosmetykow
i artykutow gospodarstwa domowego — na uklad nerwowy. Wczesniejsze badania (Schlecht
i wsp., 2004) przeprowadzone na owariektomizowanych szczurzycach w ograniczonym
zakresie — tylko w odniesieniu do przysadki, tarczycy i macicy — wskazywaty na mozliwosé
oddziatywania benzofenonu-2 i -3 na aktywno$¢ transkrypcyjng genow kodujacych receptory
estrogenowe i receptor weglowodoréw aromatycznych (AhR). Z kolei badania Doktorantki
kompleksowo dokumentuja efekty neurotoksyczne w komorkach nerwowych wywotane przez
benzofenon-3. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguja wyniki dokumentujace zmiany
w komorkach nerwowych stwierdzone po ekspozycji na benzofenon-3 w okresie prenatalnym.
Mozna bowiem przypuszczaé, ze wykazane przez Doktorantk¢ w tych warunkach zmiany
statusu epigenetycznego komorek nerwowych moga przyczyniaé si¢ do pojawiania si¢
u ptodow nieprawidlowosci rozwojowych lub funkcjonalnych, ktore ujawnig si¢ w petni
w uktadzie nerwowym dorostych osobnikow. Na podkreslenie zastuguje bardzo wnikliwe
przeanalizowanie przez Doktorantke uzyskanych wynikéw w poszczegélnych publikacjach
i Autoreferacie oraz ich zbiorcze podsumowanie i prawidlowo sformutowane wnioski
zamieszczone w Autoreferacie. Na podstawie przeprowadzonych badan, w syntetycznie
zredagowanym Wniosku koncowym, Doktorantka wymienia najwazniejsze efekty dziatania
benzofenonu-3 na komorki nerwowe oraz wskazuje znaczenie i mozliwo$¢ wykorzystania
uzyskanych wynikow.

Podsumowujac badania zrealizowane przez Doktorantke w ramach pracy doktorskiej,
nalezy wysoko oceni¢ ich duzg warto$§¢ poznawcza, na ktorg sktada sie wskazanie skutkow
oraz — w znacznym stopniu — wyjasnienie mechanizmu dziatania benzofenonu-3 na komorki
nerwowe myszy. Dodatkowym potwierdzeniem wysokiej warto$ci tych badan jest
opublikowane uzyskanych wynikéw w wysoko notowanych czasopismach, ktorych taczny
wspotczynnik IF wynosi 14,247, a punktacja wg MNiSW — 110. Poszczegolne publikacje
oraz calosciowe podsumowanie przeprowadzonych badan w formie Autoreferatu pozwalajg
stwierdzi¢, ze Doktorantka w pelni zrealizowata wczes$niej wyznaczone cele badawcze.



Ponadto, nalezy zauwazy¢, ze wyniki zaprezentowane przez Doktorantke w tych publikacjach
stanowig bardzo dobre uzupeilienie wczesniejszych badan Zespotu, pracujacego pod
kierunkiem dr hab. Malgorzaty Kajty, ktore m.in. dotyczyly toksycznego dzialania
nonylofenolu oraz neuroprotekcyjnego potencjatu raloksyfenu 1 2,3’-diindolometanu
w odniesieniu do komorek nerwowych myszy i moga stanowi¢ odpowiedni materiat
do przygotowania interesujgcej i bardzo pozadanej pracy przegladowe;.

UWAGI i PYTANIA

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Wnuk byly wczesniej
pozytywnie ocenione przez recenzentow wyznaczonych przez redakcje renomowanych
czasopism naukowych. W zwigzku z tym nie mam uwag krytycznych do ich formy i tresci.
Pozwolg sobie jednak na kilka pytan dotyczacych przeprowadzonych badan lub problematyki
podjetej w rozprawie doktorskiej.

1. Co zadecydowalo o wyborze do badan benzofenonu-3 z grupy tzw. ketondéw
aromatycznych, a nie np. benzofenonu-2.

2. W Kilku przypadkach liczba powtérzen w ramach poszczegélnych eksperymentow
wahata si¢ od 5 do 8 (np. Fig. 5 w publikacji 1). Od czego zalezata taka rozpigtosc
liczby powtorzen w odniesieniu do niektorych eksperymentow?

3. Czlowiek moze by¢ réwnoczesnie narazony na dzialanie réznych zwigzkow
o wlasciwosciach neurotoksycznych. Czy neurotoksyczne efekty ich réwnoczesnego
dziatania mogg si¢ potegowac lub przeciwnie — znosic?

4. Badania przeprowadzone w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej potwierdzity
udzial receptorow estrogenowych (klasycznych 1 blonowych), receptorow
retinoidowych typu X oraz receptora aktywowanego przez proliferatory
peroksysoméw (PPARYy) w mechanizmie dziatania benzofenonu-3. Jakie kierunki
dalszych badan nad mechanizmem neurotoksycznego dzialania benzofenonu-3 uwaza
Pani za celowe na bazie wynikow przedstawionych w pracy doktorskiej?

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr Agnieszki Wnuk zawiera
liczne i warto$ciowe wyniki badan, ktore opisuja mechanizm neurotoksycznego dziatania
benzofenonu-3 na komoérki nerwowe myszy. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem
réznorodnych procedur i zawansowanych metod badawczych pozwolity okresli¢ stopien
zaangazowania receptorow estrogenowych, receptorow retinoidowych typu X oraz receptora
aktywowanego przez proliferatory peroksysomow (PPARy) w mechanizmie oddziatywania
benzofenonu-3 na komorki nerwowe. Potwierdzity one takze mozliwo$¢ dziatania tego
zwigzku z udzialem mechanizméw epigenetycznych, co moze prowadzi¢c do zmian
w ekspresji genow 1 W dalszej perspektywie — zaburzenia okreslonych procesow
fizjologicznych. Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki, oprocz wartosci poznawczej, moga
mie¢ zastosowanie przy opracowywaniu zasad profilaktyki lub terapii ograniczajacych



niekorzystne efekty dziatania benzofenonu-3 w uktadzie nerwowym. Z pelnym przekonaniem
moge stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny praca doktorska prezentuje wysoki poziom
naukowy, a Doktorantka wykazata si¢ w niej bardzo dobrym opanowaniem warsztatu
badawczego 1 dobra znajomoscig piSmiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badan.
Nalezy doda¢, ze Doktorantka — poza trzema publikacjami stanowigcymi rozprawe doktorska
— ma znaczacy dorobek publikacyjny, ktory obejmuje 14 prac oryginalnych,
wyszczegolnionych w bazie PubMed.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana
“Efekty dzialania chemicznego filtra UV, benzofenonu-3 w komérkach nerwowych
myszy” spetnia wszystkie wymagania — okreslone w Ustawie nr 595 o Stopniach Naukowych
i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14.03.2003 r. (wraz
z pdzniejszymi zmianami) — stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzku z powyzszym
zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie z wnioskiem
0 dopuszczenie mgr Agnieszki Wnuk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, ze wzgledu na szeroki zakres przeprowadzonych badan i ich nowatorski
charakter oraz wysoki poziom naukowy przeprowadzonych badan, przedktadam Wysokiej
Radzie wniosek dotyczacy wyroznienia rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Wnuk.

Olsztyn 29.10.2018 r.
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