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1. Wstep

1.1 Szkodliwo$¢ promieniowania ultrafioletowego

Promieniowanie ultrafioletowe (UVR) jest to promieniowanie elektromagnetyczne
0 roznej dtugosci fali, mieszczace si¢ w zakresie od 100 do 400 nm, niewidoczne dla cztowieka.
UVR zostalo odkryte niezaleznie od siebie przez dwoch naukowcow: Johann, Wilhelm
Ritter’a oraz William, Hyde Wollaston’a. Nazwa UV pochodzi od nazw tacinskich
oznaczajacych: ultra — ponad, poza oraz fiolet oznaczajacy barwe fali o najmniejszej dtugosci

w $wietle widzialnym.

Gléwnym, naturalnym zrédlem promieniowania UV jest stonce, ktore stanowi ok. 7%
energii emitowanej w widmie promieniowania stonecznego docierajacego do ziemi.
Promieniowanie stoneczne bedace niezbedne dla prawidlowego rozwoju organizméw zywych,
wywiera takze wiele dziatan niepozadanych. Ze wzgledu na skutki oddziatywania na organizmy

zywe promieniowanie ultrafioletowe dzielimy na:

e UV-A:315-380nm
e UV-B:280-315nm
e UV-C:100-280nm

Promieniowania UVC oraz UVB s3 prawie catkowicie pochtaniane przez warstwe
ozonowa ziemi. W wyniku pojawienia si¢ dziury ozonowej do powierzchni Ziemi przenika
promieniowanie UVC, jednak nie powoduje znaczacych dziatan niepozadanych na organizm
cztowieka (Zalewska i1 wsp., 2012). Do powierzchni Ziemi dociera zaledwie 1-4%
promieniowania UVB oraz 96 - 99% promieniowania UVA (Ata i wsp., 2013; Poscik i wsp.,
2009).

Do sztucznych zrodet promieniowania UV zaliczamy r6znego rodzaju lampy (rtgciowe,
ksenonowe, metalohalogenowe, $swietlowki) stosowane w urzadzeniach takich jak: lampy na
owady, lampy dezynfekujace, czy lampy utwardzajace lakiery do paznokei, a takze w r6znych
galeziach przemystu (np. poligrafia). Ze wzgledu na obowigzujacy trend oraz popularnosé
istotnym narazeniem na dziatanie promieniowania UVA staly si¢ urzadzenia opalajace —
solaria. Urzadzenia te posiadaja zrodta promieniowania UVA oraz UVB (Raport z 2010; Ebisz
i wsp., 2015).



Narazenie czlowieka zarOwno na dziatanie naturalnych jak i1 sztucznych zrdodet
promieniowania UV moze prowadzi¢ do rozwoju choréb skory, w tym nowotwordow
ztosliwych. Najczestszym biedem ludzi jest zbyt dhugi czas ekspozycji oraz zbyt czeste
narazenie bez wlasciwej ochrony skory, skutkiem czego dochodzi do powstania ostrych lub

przewlektych zmian zapalnych, a takze do zwigkszonego ryzyka rozwoju nowotworow skory.

1.2 Wplyw promieniowania UV na prawidlowe funkcjonowanie organizmu

Promienie sloneczne, a zatem promieniowanie UV jest konieczne do prawidtowego
funkcjonowania organizmu. Gtéwng role pelni w aktywacji syntezy witaminy D3, ktora jest
wazna nie tylko w zapobieganiu krzywicy u dzieci, osteoporozy u 0so6b dorostych poprzez
regulacje gospodarki wapniowo-fosforanowej, ale takze w prawidtowym funkcjonowaniu
ukfadu immunologicznego. Zwigkszenie wydzielania melatoniny pod wptywem UVR
prowadzi do zwigkszenia wydolnosci psychoruchowej poprzez wzrost stezenia tlenu
w tkankach. Pozytywne skutki dziatania promieniowania UV wykorzystywane s3
w dermatologii ze szczegdlnym uwzglednieniem leczenia atopowego zapalenia skory (AZS),

tojotoku oraz tuszczycy (Peterson i wsp., 2004; Stanisz, 2009; Ebisz i wsp., 2015).

1.2.1 Niewlasciwe korzystanie lub nadmiar promieniowania UV

Promieniowanie UV oddziatuje gtownie na skore, a zmiany zachodzace w jej strukturze
zaleza w znacznej mierze od czasu ekspozycji oraz czestotliwosci narazenia. Promieniowanie
UVC, ktore charakteryzuje si¢ najwigksza energia, powoduje silny rumien skory oraz
uszkodzenia DNA. Nalezy zaznaczy¢, ze zmiany te dotycza wylacznie naskorka.
W przeciwienstwie do UVC, promieniowanie UVB wplywa nie tylko na naskorek, ale takze na
skore wlasciwg powodujac oparzenia i rumien skory. Dodatkowo uszkadza wigzania pomigdzy
zasadami pirymidynowymi powodujac powstanie dimerow cyklobutanu zaburzajac proces
elongacji transkrypcji (Borkowska i1 wsp., 2013). Oprocz wiasciwosci mutagennych zaburza
rowniez dzialanie komoérek Langerhansa bedacych elementem uktadu immunologicznego
(Ebisz 1 wsp., 2015). Najgtebiej penetrujagcym promieniowaniem jest UVA, gdyz jego skutki sg
widoczne nie tylko w naskorku, skorze wlasciwej, ale takze w tkance podskorne;.
Promieniowanie UVA oprocz wptywu na komorki rozrodcze keranocytow i melanocytow,
oddziatuje na komorki rozrodcze naskorka roznicujace si¢ w Kierunku macierzy wlosa (Ata
i wsp., 2013). Efektem narazenia moga by¢ reakcje fotoalergiczne oraz fototoksyczne,
wytwarzanie wolnych rodnikéw, teleangiektazje, uszkodzenia biatek strukturalnych oraz DNA

(Zalewska i wsp., 2012; Ebisz i wsp., 2015). W wyniku oddzialywania UV A na skoér¢ dochodzi
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do nadmiernego powstawania reaktywnych form tlenu (ROS), a w konsekwencji zwigkszenia
uszkodzen DNA oraz inicjacji procesu kancerogenezy (Ebisz i wsp., 2015; Gibka, 2010).
Powstawanie nowotworéw skory jest indukowane przez powtarzajaca si¢, nadmierng
ekspozycje na UVR, powodujac mutacje genu pS53 lub innych genow kodujacych antyonkogeny
(Brash i wsp., 2006; Ebisz i wsp., 2015).

1.2.2 Fotostarzenie si¢ skory

Fotostarzenic skory moze by¢ spowodowane czynnikami endogennymi lub
egzogennymi. Do czynnikow egzogennych zalicza si¢ zanieczyszczenie powietrza, w tym
dymem tytoniowym, klimat oraz promieniowanie UV. Proces ten charakteryzuje si¢ zmianami
dotyczacymi macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz znacznego uposledzenia funkcji uktadu
immunologicznego. Wywotana immunotolerancja jest jedng z przyczyn powstawania stanow
przed rakowych oraz rakow skory. Do innych zmian zwigzanych z fotostarzeniem si¢ skory
naleza: zmiany przerostowe, szorstkos¢ i sucho$¢ skory, zmniejszenie elastycznosci i wiotko$ci
skory w wyniku czego, powstaja zmarszczki glebokie. Dochodzi réwniez do przerostu
gruczotow tojowych, zaburzen pigmentacji oraz powstawania teleangiektazji (Gliwa i wsp.,

2013; Ebisz i wsp., 2015).

1.2.3 Zmiany nowotworowe

Rak podstawnokomoérkowy (BBC - Basal Cell Carcinoma), ktéry stanowi 80%
wszystkich ztosliwych zmian skornych, cechuje si¢ miejscowg ztosliwoscig oraz powolnym
wzrostem. Do kancerogenezy prowadzacej do jego powstania dochodzi pod wpltywem dziatania
promieniowania UVB. Zachorowalnos¢ na BBC jest najwigksza po 65 r.z., co stanowi 95%
wszystkich zachorowan (Kapka- Skrzypczak i wsp., 2014; Glogau i wsp., 1997; Fitzpatric
i wsp., 1988).

Drugim pod wzgledem czestosci wystgpowania nowotworem skoéry jest rak
kolczystokomorkowy (SCC — Squamous Cell Carcinoma), ktory jest nowotworem
powstajacym z komorek keratonizujagcych naskorka. Charakteryzuje si¢ niskim stopniem
zroznicowania histologicznego oraz zdolnoscig do przerzutow w przypadku 3-5% zmian.
Powstanie SCC jest zwigzane z uszkodzeniem skory pod wplywem nadmiernego

promieniowania UV (Kapka- Skrzypczak i wsp., 2014; Chichet i wsp., 2005; Fitzpatric, 1988).

Do najbardziej ztosliwych nowotworoéw skory nalezy czerniak ztosliwy. Istnieje wiele

czynnikow ryzyka powstawania czerniaka takich jak: niska zawarto$¢ barwnika w skorze, wiek,
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wspotistnienie znamion oraz predyspozycje genetyczne. Jednak jednym z najwazniejszych
czynnikow jest dhlugotrwala ekspozycja na slonce z wspodlistniejacymi oparzeniami
stonecznymi i pecherzami. W patogenezie powstawania czerniaka kluczowa role odgrywa
zarowno UVA jak i UVB. Czynnikiem zwi¢kszajagcym ryzyko rozwoju czerniaka ztosliwego,
nawet 0 75%, jest narazenie na sztuczne promieniowanie UV (Ebisz i wsp., 2015; Borkowska
i wsp., 2013).

1.2.4 Fotoprotekcja

1.2.4.1 Naturalna ochrona skory

Do podstawowych mechanizméw ochrony skoéry nalezy wytwarzanie melaniny, ktora
ma zdolno$¢ do absorpcji promieniowania UV. Gromadzi si¢ w komorce pomiedzy jadrem
a powierzchnig zwrocong w stron¢ §wiatta chronigc material genetyczny. Posiada zdolno$¢ do
absorbowania promieniowania UVA i UVB oraz w pasmie $wiatla widzialnego. Innym
waznym mechanizmem fotoprotekcji jest wytwarzanie kwasu urokainowego w wyniku rozpadu
filagryny. Kwas urokainowy ma zdolno$¢ pochtaniania promieniowania UV o dlugosci fali
290 nm. Jego stezenie w pocie oraz naskorku wzrasta wraz z ekspozycja na promieniowanie
UV, ktore powoduje przeksztatcenie z formy trans do formy cis, posiadajacej silne dziatanie
immunosupresyjne (Wegtowska i wsp., 2011). Do ochrony przeciwstonecznej stuzy rowniez
specyficzna budowa naskorka z kerytynizacja warstwy rogowej. Nadmierna ekspozycja na
dziatanie promieniowania UV prowadzi do pogrubienia warstwy rogowej naskorka, ktéra ma

zdolnos¢ zaréwno do pochtaniania jak i rozpraszania promieniowania UV.

W s$wietle aktualnej wiedzy medycznej wiadomo, Ze naturalna ochrona przed
promieniowaniem UV jest niewystarczajgca. Istnieje wigc konieczno$¢ korzystania ze

sposobow sztucznej ochrony przeciwstonecznej.

Powszechnie znany jest fakt, ze promieniowanie UV jest potencjalnie rakotworcze 1 moze
wywotywa¢ niepozadane efekty zdrowotne. Podstawowe rekomendacje Polskiego

Towarzystwa Dermatologicznego dotycza trzech gldéwnych elementow:

e Unikanie nadmiernej ekspozycji na promieniowanie UV, szczegbdlnie w godzinach
10-16

e Stosowanie odziezy ochronnej w tym okularow przeciwslonecznych oraz nakrycia
glowy

e Prawidlowe;j aplikacji preparatow zawierajacych filtry UV
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Szczegdlng ochrong powinny zosta¢ objete dzieci, osoby z niedoborami odporno$ci oraz
osoby z jasng karnacjg. Preparaty przeciwstoneczne zawierajace filtry UV powinny by¢
aplikowane na cate ciato, minimum 20 minut przed ekspozycja na stonce, czynnos¢ ta powinna

by¢ powtarzana co 2 godziny.

1.2.4.2 Filtry UV

Preparaty kosmetyczne zawierajace filtry UV peinig funkcje ochronng skory przed
negatywnymi skutkami dziatania promieniowania UV. Filtry majg na celu pochtfanianie,
rozpraszanie lub odbijanie promieniowania ultrafioletowego. Ze wzgledu na mechanizm

dziatania mozna je podzieli¢ na: filtry fizyczne oraz filtry chemiczne.
1.2.4.2.1 Filtry fizyczne (mineralne)

Do filtrow fizycznych zalicza si¢ barwne pigmenty oraz tzw. pigmenty mikronizowane
pochodzenia mineralnego. Sa to zwigzki, ktére nie ulegajg reakcji chemicznej oraz nie sg
wchlaniane z powierzchni skory, tworzac warstwg¢ ochronng. Ich zadaniem jest odbicie
promieniowania UV z calego zakresu dlugosci fal. Jako barwne pigmenty o wielkosci czastek
200-300pum sg stosowane tlenek tytanu (TiO.), tlenek cynku (ZnO), oraz tzw. mika, czyli
blaszki miki pokryte tlenkiem tytanu. Barwne pigmenty sg niewygodne do stosowania ze
wzgledu na wielko$¢ czasteczek oraz pozostawianie biatego nalotu. Pigmenty mikronizowane
posiadaja wielko$¢ czastek 20-80 nm, pochlaniaja lub odbijaja promieniowanie UVA oraz
UVB, a sg przepuszczalne dla promieniowania powyzej 400 nm. Pigmenty te sg baza do
tworzenia delikatnych pudréw ochronnych zalecanych w szczegdlnosci dla niemowlat, dzieci
oraz oso6b z alergiami. Moga ulega¢ zbrylaniu tworzac luki w jednolitym filmie (Wang i wsp.,
2010).

e Ditlenek Tytanu

Jest najczesciej stosowanym zwigzkiem pochodzenia mineralnego, ktory efektywnie odbija
promieniowanie UVB oraz zapewnia wysoka ochrone przed UVA. Czastki o wielkos$ci
100-200 nm majg bardzo dobre wlasciwosci kryjace. Pod wpltywem UVA ditlenek tytanu
indukuje wytwarzanie znacznych ilosci wolnych rodnikow, ktore uszkadzaja keranocyty,
dlatego w celu uniknigcia tego efektu czasteczki TiO2 sa pokrywane silikonem. Wykazano
bezpieczenstwo stosowania TiO2 oraz ZnO w postaci nanoczastek. Sa to czasteczki dobrze
tolerowane przez skor¢ oraz posiadajace niskg toksycznos$¢ uktadowa, a ich stosowanie nie

stwarza zagrozenia dla zdrowia (Bojarowicz i wsp., 2014).
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1.2.4.2.2 Filtry chemiczne

Sa to zwiazki chemiczne, nalezace do roéznych klas, ktorych cecha wspolng jest
obecno$¢ w strukturze wigzan nienasyconych lub wolnych par elektronow. Taka budowa

chemiczna umozliwia zmian¢ energii $wiatla stonecznego na energi¢ cieplng.
Ze wzgledu na zakres pochtanianego promieniowania mozemy je podzieli¢ na:
e Filtry UVB

Sa to zwigzki, ktére absorbuja promieniowanie w zakresie ok 290-320 nm.

Do najczesciej stosowanych klas zwigzkow naleza:
Pochodne kwasu p-aminobenzoesowego

Kwas p-aminobenzoesowy (PABA) to jeden z najstarszych stosowanych filtrow UV.
Ze wzgledu na dzialania niepozadane zostal wycofany w 2009 roku z listy substancji
promieniochronnych dozwolonych do stosowania w kosmetykach. Aktualnie stosowana jest
jego pochodna oksyetylenowa (PEG-25 PABA) o wiasciwosciach hydrofilowych oraz ester
oktylodimetylowy (Octhyl Dimethyl PABA). Sg to zwiazki odporne podczas kontaktu skory
z woda. U ok. 4% populacji zwiazki te moga powodowac alergie, dlatego tez ich zastosowanie
zostalo ograniczone. Wykazano takze, ze zwigzki te moga wykazywac¢ potencjalne dziatanie

rakotworcze (Gasparro i wsp., 1998; Lowe, 2006).
Pochodne kwasu p-metoksycynamonowego

Do pochodnych kwasu p-metoksycynamonowego nalezg: metoksycynamonian oktylu
oraz p-metoksycynamonian izoamylu. Sg to zwigzki, ktore praktycznie zastgpily pochodne
PABA, co jest zwigzane z ich intensywnym pochtanianiem promieniowania w waskim zakresie
ok. 308 nm. Dodatkowo sa to zwigzki niepowodujace podraznien, jednak wraz ze wzrostem ich
zastosowania w kosmetykach obserwuje si¢ wzrost liczby alergii (Dondi i wsp., 2006; Krause
i wsp., 2012).

Pochodne kwasu salicylowego

Do najczesciej stosowanych w kosmetykach zwigzkoéw naleza salicylan oktylu oraz
ester trimetylocykloheksylowy (INCI: Homosalate). Ze wzgledu na niewysoki wspoétczynnik

absorpcji sa najczesciej stosowane wraz z innymi filtrami chemicznymi. Nie przenikajg przez
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warstwe¢ rogowg naskorka do krazenia ogdlnego oraz bardzo rzadko wywotujg alergie

kontaktowa (Bauman, 2013; Krause i wsp., 2012; Scheuer i Warshaw, 2006).
Pochodne kamfory

Do najczgéciej stosowanych pochodnych kamfory nalezy 3-(4-metylobenzylideno)-
kamfora, ktéra rzadko powoduje reakcje alergiczne. Pomimo duzej stabilnosci pod wptywem
stonca pochodna kamfory nie zostata zaakceptowana przez FDA (Food and Drug
Administration). W Europie najczesciej wystepuje pod nazwag Eusolex 6300. W badaniach
stwierdzono jej silne dziatanie estrogenne, a dodatkowo zwigzek ten przenika do mleka matki
wplywajgc na gospodarke hormonalng rowniez u niemowlgt (DeBuys i wsp., 2000; Krause
i wsp., 2012).

e Filtry UVA

Do filtrow pochtaniajacych wylgcznie promieniowanie w zakresie 320-400 nm naleza

dwa zwigzki pochodne dibenzoilometanu oraz benzylidenokamfory.

Butylometoksydibenzoilometan jest to zwigzek stosowany najczesciej z filtrami UVB
(3-(4-metylobenzylideno) kamforg oraz oktokrylenem. W preparatach kosmetycznych
wystepuje pod nazwa Avobenzon oraz Parsol 1789. Ze wzgledu na malg stabilnos$¢ 1 czgste
wywotywanie fotoalergicznego zapalenia skory opracowano bardziej stabilne formy (Helioplex
Neutrogeny i Active Photobarrier Complex), ktore sg obecnie powszechnie stosowane

(Bauman, 2013; Wang i wsp., 2010).

Pochodna benzylidenokamfory (Mexoryl SX- Terephthalylidene Dicamphor Sulfonic Acid),
bardzo skutecznie chroni przed promieniowaniem UVA w zakresie 320-340 nm. Ze wzgledu
na unikalng strukture oraz skuteczng ochron¢ przed promieniowaniem UV, zostala

opatentowana przez koncern L’Oreal (Wang i wsp., 2010).
e Filtry UVA + UVB

Sa to zwiazki ktore absorbuja promieniowanie UVA oraz UVB. Do filtréw o szerokim

spektrum dziatania naleza fenylobenzotriazole oraz pochodne benzofenonu.

Fenylobenzotriazole, do ktorych zaliczamy Tinosorb M (INCI: Methylene Bis-Benzotriazolyl
Tetramethylbutylphenol) oraz Tinosorb S (INCI: Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl
Triazine) posiadaja wlasciwosci filtrow chemicznych poprzez absorbcje promieniowania UV

jak 1 filtréw fizycznych, gdyz rozpraszaja UVR dzigki swojej zmikronizowanej strukturze.
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Wielko$¢ czasteczek wynosi ok. 200 nm, co zmniejsza ryzyko penetracji w gtab skory. Sg to
filtry dobrze tolerowane, niepowodujace podraznien oraz reakcji alergicznych (Bojarowicz
I wsp., 2014; Wang i wsp., 2010; Stanisz, 2009).

Odrgbng grupa zwigzkow sa pochodne benzofenonu. Do najbardziej znanych
I najczesciej stosowanych w kosmetykach nalezy benzofenon-3 (Oxybenzone). Jest to zwigzek
posiadajacy wiasciwosci fotouczulajace oraz podrazniajace skoére. Wystepuje nie tylko

w kosmetykach, ale takze w tkaninach oraz tworzywach sztucznych.

Do tej grupy nalezy takze badany przeze mnie zwiazek, bedacy 2,2°,4,4°-
tetrahydroksybenzofenonem, ktory wystepuje pod nazwa benzofenon-2. Benzofenony sg
sktadnikami wielu kosmetykow, ale takze sa dodawane do opakowan zywnosci chronigc ja
przed niszczacym dzialaniem promieni stonecznych (Gonzalez i wsp., 2006). Benzofenon-2
wykorzystywany jest rowniez jako dodatek do tworzyw sztucznych oraz produktow
wykorzystywanych w przemysle samochodowym. BP-2, jako zotty proszek, tatwo ulegajacy
rozpylaniu, moze naraza¢ pracownikéw koncerndw samochodowych poprzez bezposredni
kontakt ze skorg lub zanieczyszczonym powietrzem (National Center for Biotechnology

Information. PubChem Database. Benzophenone-2, HSDB).

1.3 Narazenie czlowieka na dzialanie benzofenonu-2

Ze wzgledu na niekorzystne dziatanie promieniowania ultrafioletowego, powodujace
uszkodzenia DNA 1 hamujgce aktywnos$¢ systemu immunologicznego w skoérze, czego
skutkiem jest zwiekszona zapadalno$¢ na nowotwory skoéry, w tym czerniaka zlosliwego,
stosowanie preparatow z filtrami UV jest rekomendowane przez Polskie Towarzystwo
Dermatologiczne. Preparaty kosmetyczne zawierajace pochodne benzofenonu stosowane sg na
duze powierzchnie ciata. Dodatkowo, aplikowanie po kazdym kontakcie z woda w celu
zapewnienia wlasciwej ochrony oraz stosowanie wielu preparatow kosmetycznych powoduje
zwigkszenie narazenia na dziatanie benzofenonoéw. Nalezy zauwazy¢, ze zwigzki te znajduja
si¢ rowniez W preparatach dedykowanych dla dzieci, ktorych skora jest jeszcze niedojrzata

I wykazuje wiekszg przepuszczalnosc.

Ekspozycja czlowieka na filtry UV zachodzi gtéwnie poprzez wchlanianie
z powierzchni skory, ale takze poprzez spozywanie zanieczyszczonej zywnosci (Brausch
i Rand, 2011; Gago-Ferrero i wsp., 2012; Weisbrod i wsp., 2007). Ze wzgledu na powszechne
stosowanie benzofenonow, ich wysokie stezenia sg wykrywane w wodach jezior 1 rzek, a takze

w $ciekach i tkankach organizmoéw wodnych, zwlaszcza w tluszczu ryb. Przyktadowo poziom
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benzofenonu-2 u ryb wynosi 41,9 ng/g m.c., natomiast w wodzie stezenie tego zwigzku Wynosi
109 ng/L (Diaz-Cruz i wsp., 2019). Najczesciej oznaczanym benzofenonem jest BP-3, ktorego
stezenie zostato oznaczone w wodach powierzchniowych Chin i wynosi 30 ng/L (Kim i Choi,
2014). Ze wzgledu na swoje wiasciwosci lipofilowe benzofenony moga by¢ kumulowane
w organizmie przez wiele lat i negatywnie wptywa¢ na organizm (DiNardo i Downs, 2018;
Kim i Choi, 2014). W badaniach prowadzonych u Danio rerio stwierdzono, ze 5-dniowe
narazenie na dziatanie BP-2 w stezeniu wigkszym niz 40 uM (9,85 mg/L) u wiekszosci
zarodkoOw powoduje zaburzenia metabolizmu lipidéw i1 ich kumulacje w woreczku zottkowym
oraz zaburzenia rozwoju komoérek nerwowych, co objawia si¢ deformacjami czaszki (Fong
I wsp., 2016). Kumulacja benzofenonow w tkance tluszczowej zostata rowniez potwierdzona
u ludzi. Poziom BP-3 w tkance tluszczowej korelowat z wiekiem, a wigc wydtuzonym czasem

ekspozycji na badane zwigzki i wynosit srednio 4940 ng/g mokrej masy (Wang i wsp., 2015).

W grupie pochodnych benzofenonu wigkszo$¢ danych dotyczacych absorpcji, stezenia
I dzialania niepozadanego dotyczy benzofenonu-3, jako najczeSciej stosowanego filtra UV.
Obecnos$¢ BP-3 w moczu zostala stwierdzona prawie W 97% probek pozyskanych od populacji
USA (Calafat i wsp., 2008). Wyzsze stezenia BP-3 byly czeSciej stwierdzane u kobiet
charakteryzujacych si¢ wyzszym wskaznikiem BMI, nalezacych do rasy kaukaskiej oraz
0 wyzszym statusie materialnym, a wiec u kobiet, ktore stosujg wigcej kosmetykow, a poprzez
to sg bardziej narazone na dziatanie BP-3 (Ferguson i wsp., 2018; Ko i wsp., 2016).
Stwierdzono takze, ze stezenie benzofenondw W moczu i 0S0czu Krwi me¢zczyzn jest wyzsze
niz u kobiet (Janjua i wsp., 2004), natomiast inne badania wykazaly wyzsze st¢zenia
benzofenond6w w moczu kobiet niz m¢zczyzn (Louis 1 wsp., 2014). Réznice w stezeniach
benzofenonow we krwi prawdopodobnie wynikaja z czgstosci stosowania kosmetykow,
z szybkosci metabolizowania i dystrybucji tych zwigzkow oraz ich kumulacji w tkance
thuszczowej. Stwierdzono roéwniez zwigkszone narazenie na dzialanie benzofenonow
W miesigcach letnich. Narazenie na pochodne benzofenonu jest znaczne i1 dotyczy nie tylko
dorostych, w tym kobiet w cigzy, ale takze dzieci. Poziom benzofenondéw u matek korelowat
ze zwigkszong masg urodzeniowa u chtopcéw i obnizong u dziewczynek. Stwierdzono réwniez
wzrost obwodu glowy u chlopcow, ktorzy w trakcie zycia ptodowego byli narazeni na
benzofenony (Philippat i wsp., 2012; Wolff i wsp., 2008). Przenikanie przez tozysko do ptodu
zostato udowodnione poprzez pomiar poziomu pochodnych benzofenonu w krwi pepowinowe;.
Stezenie BP-3 oraz jego metabolitu BP-1 byto 10- krotnie nizsze w krwi pgpowinowej niz

w surowicy krwi matek oraz prawie 1000 nizsze niz stezenie tych zwigzkéw w moczu. U kobiet
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najbardziej narazonych na dziatanie BP-3 0znaczono jego poziom roéwniez w plynie
owodniowym, ktory korelowat ze stezeniem w surowicy matki, co wskazuje na bezposrednie
oddziatywanie na ptéd (Krause i wsp., 2018; Valle-Sistac i wsp., 2016). Niemowl¢ta oraz mate
dzieci rozwijajg si¢ bardzo szybko i sg jednocze$nie najbardziej wrazliwe na dziatanie
benzofenonow pochodzacych nie tylko z zastosowanych kosmetykow, ale takze dostarczanych
wraz z pokarmem. Obecnos$¢ pochodnych benzofenonu zostata potwierdzona w 85% probek
mleka kobiecego (Schlumpf i wsp., 2010). Badania kohortowe w Danii wykazaty obecnos¢
BP-3 w moczu dorostych mezczyzn, ciezarnych kobiet ale takze dzieci w réznych przedziatach
wiekowych. Pomimo zwigkszonego poziomu BP-3 w moczu 0s6b dorostych w porownaniu do
dzieci, nie stwierdzono tak wysokiego narazenia jak w populacji amerykanskiej (Frederiksen
i wsp., 2014). U dunskich dzieci stwierdzono wyzsze stezenia BP-3 w miesigcach letnich
w poréwnaniu do zimowych, jednakze dzieci u ktorych wykryto wyzsze st¢zenia BP-3
W miesigcach letnich wykazywaly rowniez w miesigcach zimowych wyzsze stezenia tego

zwigzku.

Benzofenony moga by¢ dostarczane zardéwno z pozywieniem jak i wchianiane przez
skorg. W badaniach in vitro przeprowadzonych na komorkach ludzkiej skory stwierdzono, ze
pochodne benzofenonu, gtdéwnie BP-3 stosowany jednorazowo szybko si¢ wchtania i przenika
przez warstwy skory w ilosci 10% aplikowanej dawki, co zostato rowniez potwierdzone
w badaniach in vivo (Hayden i wsp., 1997; Jiang i wsp., 1999). Dodatkowo stwierdzono, ze
filtry UV mozna wykry¢ w surowicy i moczu dorostych ochotnikow wkrotce po aplikacji ich
na skore, co dowodzi, ze mogg one przej$¢ przez skorg do krazenia ogdlnego (Janjua i wsp.,
2008). W innych badaniach przeprowadzonych na dorostych ochotnikach, ktérzy stosowali
wybrane preparaty kosmetyczne przez krotki, 4-dniowy okres, stezenie BP-3 w surowicy krwi
wynosito nawet 1 195 ng/ml, co stanowito 52% natozonej dawki (Matta i wsp., 2019).
Biodostepnos¢ substancji chemicznej aplikowane] naskérnie rézni si¢ od podanej doustnie.
Najbardziej znanym i zbadanym przedstawicielem pochodnych benzofenonu jest
benzofenon-3, ktory szybko pojawia si¢ osoczu krwi szczuréw, ktorym podawano go naskornie
w dawce 200 mg/kg mc, bo juz 5 minut po podaniu. Maksymalne stezenie BP-3 wystgpowato
po 2,5 godzinach po podaniu. Stwierdzono rowniez silne wigzanie zaréwno BP-3 jak i jego
metabolitow z biatkami (Okereke i wsp., 1994). Benzofenony sg wydalane gtownie z moczem
(67%) oraz katem (21%) (Gustavsson Gonzalez i wsp., 2002). Benzofenon-3, po wniknigciu do
krazenia ogolnego jest metabolizowany w reakcji utleniania do beznofenonu-1, ktory wykazuje

silniejsze dziatania niepozadane w porownaniu do zwigzku macierzystego. BP-3 ulega
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przemianom zaréwno W I jak i II fazie biotransformacji, w ktorych biorg udziat cytochrom p450
glownie cyt P450 1A1 oraz GSH (Okereke i wsp., 1994; Watanabe i wsp., 2015).
Benzofenon-2, ktory posiada w swojej budowie juz cztery grupy hydroksylowe, nie podlega
reakcjom | fazy biotransformacji jak to ma miejsce w przypadku BP-3, lecz jest wytacznie
metabolizowany w reakcjach Il fazy biotransformacji, co zostalo potwierdzone zaréwno
w badaniach in vitro jak i in vivo (Le Fol i wsp., 2015). Sprzezenie grup kwasu siarkowego lub
glukuronowego z BP-2 ulatwia jego wydalanie z organizmu. Stezenie BP-2 sprzgzonego
z glukuronianem jest znacznie wyzsze niz sprzezonego z siarczanem (Jeon i wsp., 2008;
Schlecht i wsp., 2008). Takze badania przeprowadzone na larwach (4-dniowych) i osobnikach
dorostych Danio rerio wykazaly ze BP-2 jest wylacznie metabolizowany w reakcjach 1l fazy.
Dodatkowo stwierdzono, ze przytaczanie grupy glukuronowej dominowato u larw, natomiast
U osobnikow dorostych przewazalo przytaczanie grupy siarczanowej. W przypadku larw
stwierdzono prawie 40-krotnie wigksze st¢zenie BP-2 niz u osobnikéw dorostych (Fol i wsp.,
2017).

1.4 Wplyw benzofenonu-2 na funkcje ukladu endokrynologicznego

Przez wiele lat uwazano, ze zwiazki stosowane jako chemiczne filtry UV moga mieé
jedynie niekorzystny wplyw na skorg, poprzez wywotywanie podraznienia lub alergicznego,
kontaktowego zapalenie skory. Obecnie wiadomo, ze dziatanie toksyczne pochodnych
benzofenonu jest SciSle zwigzane z ich oddzialywaniem na uklad hormonalny (EDC, z ang.
Endocrine disruptor chemicals). Wiekszos¢ danych in vitro oraz in vivo wskazuje na dziatanie
estrogenne i antyandrogenne tych zwiazkow, a niektore doniesienia pokazuja, ze benzofenony

rowniez zaktocajg czynnos¢ tarczycy.

1.4.1 Receptory estrogenowe— badania in vitro

W ciagu ostatniej dekady lista substancji chemicznych, ktore nasladuja dziatanie
naturalnego hormonu, jakim jest estrogen, zaktocajac tym samym gospodarke hormonalna,
gwaltownie wzrosta. Poprzez wigzanie si¢ z receptorami estrogenowymi (ER), ktore nalezg do
rodziny receptorow jadrowych, moga wptywaé na szlaki sygnatowe estrogenu. Wyrdzniamy
dwa rodzaje wewnatrzkomérkowych receptorow estrogenowych: ERa 1 ERp, ktore sa
kodowane na dwoch niehomologicznych genach. ERa jest bardziej rozpowszechnionym
receptorem estrogenowym niz ERP i wystepuje gtownie w macicy, przysadce mozgowe;,
podwzgorzu, watrobie, kosciach, gruczole sutkowym, szyjce macicy i pochwie, natomiast

nasilong ekspresje ERP wykazano w jajniku, ptucach oraz prostacie (Hamilton i wsp., 2017).
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Estrogeny oraz ksenoestrogeny dziataja poprzez kilka mechanizmoéow, ktére mozna
podzieli¢ na zwigzane z szybkimi efektami niegenomowymi oraz z aktywnos$ciag genomowa
(Hewitt i wsp., 2004). Klasycznym mechanizmem dziatania estrogenéow jest wplyw na
receptory ER, ktére poprzez dimeryzacje, fosforylacje 1 zmiang konformacji sg zdolne do
przytaczenia si¢ do elementu odpowiedzi na estrogeny (ERE- estrogen responsive element).
Kompleks estrogen-receptor moze réwniez dziala¢ poprzez utworzenie dimeréw, lecz bez
potaczenia z ERE, wplywac¢ na dziatanie innych czynnikéw transkrypcyjnych zwiazanych
ZzDNA. W efekcie dochodzi do zwigkszenia stabilizacji kompleksu DNA-czynnik
transkrypcyjny i/lub utatwienia rekrutacji innych koaktywatorow inicjujgcych transkrypcje. Do
czynnikow transkrypcyjnych majacych zdolnos¢ taczenia si¢ z receptorem ERa naleza: biatka
SP1 (ang. specificity protein 1), AP-1 (ang. activating protein 1) oraz czynnik NF-xB (ang.
nuclear factor kappa B) (Safe i Abdelrahim, 2005; Ebisz i wsp., 2015).

Oproécz dziatania genomowego estrogeny moga wywiera¢ wptyw na komorke poprzez
oddziatywanie z receptorami btonowymi. Badania, przeprowadzone gltéwnie na liniach
komoérkowych, wykazaly, ze szybkie zmiany zachodzace w ciggu kilku minut po podaniu
hormonu mozna wyciszy¢ poprzez hamowanie szlakow sygnatowych kinaz aktywowanych
mitogenami (MAPK), w tym kinazy regulowanej zewnatrzkomorkowo (ERK) lub poprzez
serynowo-treoninowa kinaze¢ biatkowa B (Akt) (Clark i wsp., 2014; Kelly i Levin, 2001).
Wykazano, ze aktywacja tych wewnatrzkomoérkowych szlakéw sygnatowych obejmuje proces
zwigzany z blong cytoplazmatyczna, w ktorych posredniczy receptor sprz¢zony z biatkiem G,

czyli GPR30 Iub posta¢ ERa zwigzana z kaweoling (Levin, 2015; Prossnitz i Hathaway, 2015).

Estrogeny nasilajg proliferacj¢ i przezywalnos$¢ wielu komorek organizmu. Biologiczne
dziatanie estrogendw oraz substancji o dzialaniu estrogennym jest zwigzane z oddziatywaniem
na receptory estrogenowe, ktore petnigc funkcje czynnikéw transkrypcyjnych, wplywaja na
ekspresje gendéw odpowiedzialnych za zwigkszong proliferacje, a wigc sprzyjaja takze
przezyciu oraz wzrostowi nowotworow (Chen i wsp., 2008). Aktywne formy ER moga rowniez
hamowac ekspresj¢ wybranych genow poprzez wytwarzanie biatek hamujacych transkrypcje.
W wyniku aktywacji receptoréw ER dochodzi do zmian w transkrypcji genéw oraz biatek
0 wilasciwos$ciach antyproliferacyjnych oraz antyangiogennych (Qi i wsp., 2011; Ullah i wsp.,
2011). W badaniach in vitro stwierdzono, ze benzofenony sa agonistami receptorow ER
(Morohoshi i wsp., 2005). Wykazano, ze BP-2 jest pelnym agonistg ludzkich receptorow
estrogenowych o (hERa) oraz B (hERP) , jednakze wykazuje silniejsze powinowactwo do

receptoréw hERP niz hERa (Molina-Molina i wsp., 2008). Wplyw na receptory estrogenowe
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benzofenony wywierajg W zakresie stezen mikromolowych, a wiec wyzszych niz stezenia, ktore
wystepuja w osoczu krwi ludzi stosujacych kosmetyki z filtrami UV (Janjua i wsp., 2004).
Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze cztowiek jest narazony na dziatanie benzofenonow przez caly
okres zycia poczawszy od okresu prenatalnego, a dodatkowo, jako zwigzki o wlasciwosciach
lipofilowych ulegaja kumulacji w organizmie w wyniku czego, stezenia na ktore cztowiek jest

narazony moga by¢ znacznie wyzsze.

Wyniki badan wskazujg na zalezno$¢ pomiedzy budowag chemiczng pochodnych
benzofenonu, a ich wlasciwosciami estrogennymi. Wplyw na receptory estrogenowe zalezy od
liczby oraz miejsca przytaczenia grup hydroksylowych. Obecno$¢ tych grup w potozeniu meta-
oraz para- W znacznym stopniu zwigksza aktywno$¢ estrogenng zwiazku (Suzuki i wsp., 2005).
Liczna grupa pochodnych benzofenonu moze roézni¢ si¢ zarbwno podstawnikami jak i ich
liczbg oraz polozeniem. Do najbardziej znanych i przebadanych benzofenondéw nalezy BP-3,
ktory jest uznany jako czg¢$ciowy agonista, natomiast jego metabolit BP-1 oraz BP-2 naleza do
grupy petnych agonistow hERa (Kunz i Fent, 2006; Watanabe i wsp., 2015). Estrogenno$¢
benzofenonéw oceniano przez okreslenie wartosci EC50 czyli efektywnego Stezenia, ktdre
wywotuje odpowiedz estrogenng W 50% komorek. Warto$¢ EC50 dla benzofenonu-3, byta
oznaczana W komorkach nowotworu piersi MCF-7 i wynosita 3,73 uM (Schlumpf i wsp.,
2004). Dla poszczeg6lnych receptorow hERa oraz hERp wartos¢ ta wynosita odpowiednio 2,9
i 25 uM (Schreurs i wsp., 2005). BP-1, ktory jest metabolitem BP-3 wykazat silniejsze dziatanie
estrogenne niz zwigzek macierzysty, poniewaz warto§¢ EC50 wynosila 2,08 pM. Wsrod
badanych zwigzkow najwicksza aktywnos$¢ estrogenowa wykazat benzofenon-2, ktorego EC50
wynosito tylko 0,68 pM (Schlumpf i wsp., 2004). Dziatanie estrogenne benzofenonow
okreslano rowniez poprzez oceng¢ proliferacji komorek nowotworu piersi MCF-7, ktore
charakteryzuja sie ekspresja receptorow ERa (Nakagawa i Suzuki, 2002; Williams i Darbre,
2019). Zaobserwowana bardzo silna proliferacja komorek linii MCF-7 po ekspozycji na BP-2
w stezeniu 10°M, byta poréwnywalna do zwickszenia liczby komorek poddanych dziataniu
17B-estradiolu. W tym stezeniu stwierdzono roéwniez zwigkszong inkorporacje
bromodezoksyurydyny (BrdU) do DNA komorek w fazie S, co koreluje z dziataniem
nasilajagcym proliferacje wykazanym przez innych autorow (Kerdivel i wsp., 2013; Williams
i Darbre, 2019). Wplyw benzofenonoéw na ER moze powodowaé rézne molekularne efekty,
awigc wptywaé¢ na komorki, w tym na ich zywotno$¢ i namnazanie. Wzrost proliferacji
komorkowej moze by¢ zwigzany z aktywacja gendw, takich jak gen dla chemokiny CXCL12

(czynnik pochodzenia stromalnego — 1), amfireguliny oraz receptora progesteronowego (PR).
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Do genow docelowych dziatania estrogenow oraz ksenoestrogenow regulowanych
bezposrednio przez ER nalezy rowniez gen dla pS2 (presenilina). Biatko presenilina, ktore jest
strukturalnie podobne do niektérych czynnikéw wzrostu nasila proliferacje komorek (Kim
i wsp., 2000; Stack i wsp., 1988). Wzrost ekspresji genow CXCLI12 oraz amfireguliny
zaobserwowano w komorkach narazonych na dziatanie BP-2 w stezeniu 10® M. Dodatkowo
benzofenon-2 nieznacznie zwigkszat ekspresje genu dla receptora progesteronowego (Kerdivel
I wsp., 2013). Wyniki tych badan sugeruja znaczny wptyw benzofenonu-2 na receptory ERa,
a w konsekwencji na wzrost proliferacji komorek MCF-7 poprzez aktywacje genow CXCLI12
oraz amfireguliny a takze poprzez zwigkszenie poziomu pS2 (Kerdivel i wsp., 2013). Obecno$¢
pS2 jest rowniez stwierdzana w 50% nowotwordw ztosliwych piersi, a jego nadekspresja moze
by¢ wykorzystana jako czynnik monitorujacy skuteczno$¢ hormonoterapii chorych

z nowotworami piersi ERa (Markiéevi¢ i wsp., 2008).

W celu okreslenia mechanizmu dzialania pochodnych benzofenonu na ERa badano
aktywnos¢ genow reporterowych kodujacych lucyferaze, potaczonych z promotorem
zawierajacym sekwencj¢ ERE (dla mechanizmu dziatania bezposredniego), jak i promotorami
zawierajagcymi Spl, APl oraz C3 (dla dziatania posredniego). Wykazano, ze BP-2 juz
w stezeniu 0.1uM wplywa na indukowang przez ERo aktywacje genéw na drodze
bezposredniej (ERE) jak i posredniej (Spl oraz C3), natomiast nie wptywa na ekspresje genu
stymulowanego przez czynnik AP1. Wyniki badan sugeruja, ze pochodne benzofenonu moga
wpltywaé na dzialanie ER poprzez liczne mechanizmy molekularne, ktore nie sa jeszcze

doktadnie poznane (Kerdivel i wsp., 2013).

1.4.2 Dzialanie estrogenne pochodnych benzofenonu w badaniach in vivo

Dziatanie estrogenne zaobserwowane w badaniach in vitro, zostalo potwierdzone
w doswiadczeniach prowadzonych u zwierzat poprzez wykazanie zmian w niektorych
parametrach fizjologicznych. W badaniach u ryb narazenie na dziatanie BP-2 przez okres 14 dni
spowodowato zmniejszenie dlugosci ciata, ale efekt ten obserwowano wyltacznie przy
wysokim stezeniu tego zwigzku w wodzie, bo 8 783 pg/L. Po tym okresie czasu nie
obserwowano nasilenia $miertelnosci wsrod ryb, jednakze wystapity oznaki obrzgku ciala.
W badaniu tym okreslono réwniez poziom witellogeniny (VTG), ktora jest swoistym markerem
ekspozycji na substancje o dziataniu estrogennym. U ryb narazonych na dziatanie BP-2
stwierdzono wzrost VTG. Podobne wyniki uzyskano dla BP-1 (4919 ng/l), natomiast po

ekspozycji na BP-3 nie stwierdzono indukcji VTG w organizmach ryb (Kunz i wsp., 2006).
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Ze wzgledu na wystepujace znaczne rdéznice w narazeniu, metabolizmie oraz dziataniach
niepozadanych pomigdzy rybami a ssakami, przeprowadzono badania majace na celu
okreslenie wptywu benzofenondw na organizmy ssakow. W badaniach toksycznos$ci podostre;j,
samice szczurOw po usunieciu jajnikow byly narazane na dziatanie BP-2 w dawce 250 mg/kg
masy ciata przez okres 5 dni. Zastosowanie BP-2 przez krotki okres czasu, okazalo si¢
wystarczajace do wywolania efektu estrogennego (podobnego do dziatania 17(-estradiolu),
a zatem wykazano zaburzenia uktadu hormonalnego (Jarry i wsp., 2004; Schlecht i wsp., 2004).
Podobne zmiany zaobserwowano po przewlektym narazeniu na dziatanie benzofenonu-2, ktory
byt podawany przez okres 3 miesiecy, W dawce 185 mg/kg masy ciata samicom szczura po
usuni¢ciu jajnikdw. Stwierdzono zwigkszenie masy macicy oraz zmniejszenie ekspres;ji
receptorow ERp, a takze obserwowano dzialanie estrogenne w pochwie oraz ko$ciach

(Seidlova-Wuttke i wsp., 2004).

1.4.3 Receptory androgenowe

Receptory androgenowe (AR) naleza do grupy receptorow jadrowych, zlokalizowanych
w cytoplazmie lub w jadrach komoérek docelowych (Dohle i wsp., 2003). Ekspresj¢ AR
wykazujg takie tkanki jak: jadra, najadrza 1 prostata oraz zotadek, ptuca, jelita, odbyt, nerki,
tarczyca (Banerjee i wsp., 2001; Goyal i wsp., 1998; Wilson i McPhaul, 1996). Wsrod
androgenow najsilniejsze powinowactwo do receptorow AR wykazuja 5a. - dihydrotestosteron
oraz testosteron (Bry$s 1 wsp. 1997). Aktywacja receptorow androgenowych jest
odpowiedzialna za réznicowanie plci, wyksztalcenie drugorzgdowych cech piciowych oraz
zapoczatkowanie 1 utrzymanie spermatogenezy (O’Hara i Smith, 2015; Wang 1 wsp., 2009).
Wystepujace mutacje w genie kodujacym AR sg $cisle zwigzane z chorobami wystgpujacymi
Umezczyzn takimi jak: rak prostaty, zespol niewrazliwosci na androgeny (AIS), choroba
Kennedy’ego (SBMA) oraz nieptodnos¢ (Brinkmann, 2001; Holdcraft, 2003). Natomiast
u kobiet nadmiar androgenow odpowiada za wystgpienie meskiej budowy ciata, hirsutyzmu,
zaburzenia ptodnosci oraz tojotoku i tragdziku. U kobiet androgeny moga rowniez przyczyniaé
si¢ do rozwoju nowotworow piersi, jajnika oraz endometrium (Giguére i wsp., 2001; Rebbeck
i wsp., 2002; Sasaki i wsp., 2000). Dzialanie antagonistyczne benzofenonow na receptory
androgenowe moze by¢ zwigzane z nieprawidlowym rozwojem narzadéw plciowych,
a w konsekwencji zaburzeniem procesu spermatogenezy 1 plodno$ci. Oddziatywanie
pochodnych benzofenonu na receptory androgenowe badano w linii komoérkowej MDA-kb2
wykazujacej ekspresj¢ endogennych receptorow AR oraz w rekombinowanych komoérkach

drozdzy z ekspresja ludzkich receptorow androgenowych (hAR). Dziatanie antyandrogenne
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benzofenonow zostato potwierdzone przez Kunz’a, ktory w swoich badaniach wykazal, ze
BP-2, BP-1 oraz 4-hydroksybenofenon posiadaja silniejsze dziatanie antagonistyczne
w stosunku do receptoréw hAR niz antagonista referencyjny, jakim jest flutamid (Kunz i Fent,
2006). Podobne wyniki uzyskano wykorzystujac lini¢ komérkowg U2-OS z nadekspresjg AR,
ktora jest uwazana za bardziej wrazliwg na dziatanie androgenne niz linia MDA-kb2 (Schreurs
I wsp., 2005). Najbardziej przebadany wsrod benzofenondéw, BP-3 rowniez wykazat znaczace
dziatanie antagonistyczne na AR, jednocze$nie byl catkowicie pozbawiony efektow
agonistycznych (Ma i wsp., 2003; Schreurs i wsp., 2005). Antyandrogenne dziatanie
benzofenonéw moze wynika¢ rowniez z ich wplywu na poziom testosteronu poprzez
hamowanie aktywnosci dehydrogenazy 17B-hydroksysteroidowej typu 3 (178-HSD3), enzymu
zaangazowanego W proces steroidogenezy oraz bialkowego regulatora steroidogenezy (StAR).
Enzym 17B-HSD3 uczestniczy w ostatnim etapie wytwarzania testosteronu w komorkach
Leydiga, natomiast biatko StAR jest odpowiedzialne za transport cholesterolu do
mitochondriow, z ktorego powstajg hormony steroidowe. W badaniach in vitro
przeprowadzonych na linii komoérek Leydiga MA-10 stwierdzono, ze BP-2 zmienia ekspresje¢
genow kodujacych biatka StAR oraz 3B-HSD (Kim i wsp., 2011). Badania in vivo
przeprowadzone na myszach potwierdzily hamujacy wptyw BP2 na ekspresje biatka StAR oraz
3B-HSD, co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia produkc;ji testosteronu w jadrach (Kim
iwsp., 2011). W testach enzymatycznych, benzofenon-1 réwniez skutecznie blokowal
konwersje androstendionu do testosteronu U myszy i szczurdéw, poprzez wptyw na 17-beta-
HSD3. Co wiecej, BP-1 antagonizowal zalezng od testosteronu aktywacje receptoréw
androgenowych (IC50 5.7 uM), sugerujac dziatanie antyandrogenne BP-1 poprzez dwa
mechanizmy: hamowanie syntezy testosteronu i blokowanie aktywacji receptora (Nashev
i wsp., 2010). Dodatkowo stwierdzono, ze BP-1 moze zwigcksza¢ progresj¢ raka prostaty
poprzez wptyw na cykl komorkowy i ekspresje genéow zwigzanych z przerzutami za

posrednictwem szlaku sygnatowego AR (Kim i wsp., 2015).

1.4.4 Receptory progesteronowe (PR)

Receptor progesteronowy nalezy do rodziny receptoréw jadrowych. Wyrdzniamy dwie
izoformy PR: izoforme¢ A oraz B, ktore mogg tworzy¢ homo- oraz heterodimery. Receptory
progesteronowe wystepuja w tkankach takich jak: macica, gruczot piersiowy, jajniki oraz jadra
odpowiadajgc za prawidtowy ich rozwéj. W moézgu receptory progesteronowe wystepuja
glownie w takich strukturach jak podwzgorze oraz kora mézgowa. Dodatkowo w kosciach

progesteron poprzez specyficzne receptory wptywa na aktywnos¢ osteoblastow (Dinny i wsp.,
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1997; Bland, 2000; Tincello i wsp., 2009). Dziatanie receptora progesteronowego jest $cisle
zwigzane z funkcjonowaniem ER. Indukcja syntezy PR zachodzi gtéwnie poprzez estrogeny,
natomiast hamowanie tego procesu jest zalezne od poziomu progesteronu (Kim i wsp., 2013).
Wykazano, ze benzofenony podobnie jak na receptory AR, wywierajga dzialanie
antagonistyczne takze na receptory progesteronowe, a warto$¢ IC50 rowna 5,2 uM, jest

stezeniem na ktore mogg by¢ narazeni ludzie (Schreurs i wsp., 2005).

Zidentyfikowano takze receptor progesteronowy zwigzany z btong komérkowg (mPR),
ktory jest odpowiedzialny m.in. za aktywacje biatka G oraz kinaz aktywowanych mitogenami
(MAPK). Przyktadem oddziatywania progesteronu z receptorami mPR znajdujacymi sig¢
W blonie komorek linii nabtonka gruczolu piersiowego MCFI10A, jest aktywacja $ciezki
sygnalizacyjnej kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (PI3K/AKT).
W wyniku oddziatywania dochodzi do pojawienia si¢ populacji komorek o cechach rakowych
(Piasecka i wsp. 2015). Wzrost mRNA dla receptora mPR u zarodkow Chironomus riparius,
ktore byly poddane dziataniu BP-3 zaobserwowano w kazdym stadium rozwoju zarodkow,
jednakze doroste larwy tego gatunku poddane dziataniu BP-3 nie wykazaly zmian w ekspresji
MRNA dla mPR (Ozaez i wsp., 2014). Wyniki badan sugerujg iz BP-3 moze wptywacé na proces

nowotworzenia poprzez zwigkszanie gestosci receptorow mPR.

1.5 Wplyw pochodnych benzofenonu na uklad rozrodczy

Ksenoestrogeny jako zwiazki endokrynnie czynne moga zaburza¢ homeostaze
hormonalng zaréwno u kobiet jak 1 mezczyzn. Wydzielanie hormondéw plciowych jest
sterowane przez o$ podwzgorze - przysadka mozgowa - gonady poprzez sprzgzenie zwrotne.
Podwzgorze wydziela gonadoliberyng, ktora kontroluje uwalnianie gonadotropin: hormonu
luteinizujacego (LH) ihormonu folikulotropowego (FSH) przez przedni ptat przysadki
mozgowej. W efekcie dochodzi do zmian w wytwarzaniu i wydzielaniu przez gonady zar6wno
androgenow (testosteronu) jak i estrogenéw Oraz gestagendw. Zaburzenia homeostazy
hormonalnej moze by¢ przyczyng zwigkszonej zapadalno$ci na nowotwory hormonozalezne
piersi i prostaty oraz na choroby w ktorych patogenezie biorg udziat estrogeny m.in
endometrioza oraz mi¢sniaki macicy. Zaburzenie dziatania hormonow piciowych moze takze
prowadzi¢ do obnizenia ptodno$ci, ktéra u mezczyzn manifestuje si¢ zaburzeniami
spermatogenezy, natomiast u kobiet zaburzeniami cyklu miesigczkowego a dodatkowo moze

dochodzi¢ do zmian w drugorzgdowych cechach piciowych.
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W badaniach in vitro oraz in vivo benzofenon-2 wykazywat dziatanie agonistyczne na
ER oraz antagonistyczne w stosunku do AR. Oddziatywanie pochodnych benzofenonu na
receptory hormonow ptciowych, moze w konsekwencji wywotaé zaburzenia ptodnosci. Wptyw
benzofenonéw na funkcje uktadu rozrodczego badano poprzez eskpozycje ryb na BP-2 przez
okres 15 dni, co prowadzito do indukcji witellogeniny, biomarkera dziatania estrogenow.
Ponadto zaobserwowano istotny, zalezny od stezenia wptyw BP-2 na gonady. Przy stezeniach
1,2 mg/L i wyzszych rozwéj plemnikdéw i oocytow byt znaczaco zahamowany, odpowiednio
u samcow i samic ryb. W jadra narazonych na dziatanie BP-2 samcow wykazano znacznie
mniej spermatocytow, a W jajnikach samic stwierdzono mniej dojrzatych oocytow w stosunku
do zwierzat z grup kontrolnych (Kunz i wsp., 2006; Weisbrod i wsp., 2007). Ze wzgledu na
réznice migdzygatunkowe pomigdzy rybami a ssakami przeprowadzono badania in vivo na
szczurach. U samcow szczuréw narazonych na dziatanie BP-2 w okresie prenatalnym,
stwierdzono czgstsze wystepowanie Spodziectwa, natomiast podawanie BP-2 wraz
w antagonistg receptorow ER (EM-800) zapobiegalo wystgpowaniu tej wady rozwojowej
(Hsieh i wsp., 2007). U samic szczur6w z usuni¢tymi jajnikami benzofenon-2 prowadzit do
prawie dwukrotnego zwigkszenie masy macicy oraz wzrostu grubos$ci warstw komorek
nablonka pochwy (Nakagawa i Tayama, 2002; Schlecht i wsp., 2004; Seidlova-Wuttke i wsp.,
2004). Podobne wyniki otrzymali réwniez Jarry i wsp., ktorzy oprocz zwigkszenia masy
macicy, wzrostu poziomu IGF-1 w pochwie, zaobserwowali zmiany w przysadce mozgowe;j
(zmniejszona synteza LH), watrobie (zwigkszona ekspresja IGF1) (Jarry i wsp., 2004; Schlecht
i wsp., 2006). Benzofenony moga roéwniez zaburza¢ oogeneze. W badaniach in vitro
przeprowadzonych na hodowlach catych jajnikow pobranych od szczuréw zaobserwowano
zalezne od stezenia BP-3 zaburzenia rozwoju komorek jajowych na wezesnych etapach ich
powstawania. Benzofenon-3 w stezeniu 5,8 nM powodowatl zmniejszenie catkowitej liczby
oocytow, gniazd w jajniku oraz populacji wczesnych pecherzykow pierwotnych. W wyzszych
stezeniach BP-3 (276 nM) zaburzal powstawanie oocytow poprzez zwigkszenie catkowitej
liczby komorek jajowych, liczby gniazd w jajniku oraz zmniejszanie liczby wczesnych
pierwotnych pecherzykow. Badania te wykazaty wigc, ze benzofenon-3 zaktdca powstawanie

oraz rdznicowanie komorek rozrodczych (Santamaria i wsp., 2019).

U ludzi stwierdzono korelacje pomiedzy stezeniem benzofenonéw w moczu,
w szczegolnosci BP-1, ktory podobnie jak BP-2 wykazuje silne dzialanie agonistyczne
w stosunku do ER, aczgstoscia wystepowania endometriozy (Kunisue i wsp., 2012).

Endometrioza jest jednostka chorobowg estrogenozalezng, ktorej etiopategeneza nie jest do
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konca poznana. Komorki ektopowego endometrium posiadajg na swej powierzchni receptory
estrogenowe, androgenowe oraz progesteronowe. Posiadaja réwniez enzym aromataze, ktory
przeksztalca androgeny w estrogeny. Pobudzenie receptoréw estrogenowych utatwia
implantacj¢ oraz proliferacje komorek endometrialnych (Bulun i wsp., 2000). Zaobserwowano
rowniez tendencj¢ do wystgpowania migsniakow macicy u kobiet, u ktérych wystepowaty
wyzsze stezenia substancji hormonalnie czynnych, w tym pochodnych benzofenonu. Sugeruje
to, ze zwigzki te mogg zwigkszac ryzyko powstawania migsniakdéw, choroby w ktorej duza role
odgrywaja estrogeny (Pollack 1 wsp., 2015). U me¢zczyzn pochodne benzofenonu moga
wpltywac na plodnos¢. Zwigkszone narazenie na dziatanie BP-2 bylo zwigzane z obnizong
ptodnoscig mgzczyzn prawie o 31%, co znacznie wydtuzato czas oczekiwania na cigze (Louis
i wsp., 2014). Pomimo udowodnionego dziatania estrogennego, mechanizm dziatania
benzofenonow na proces spermatogenezy nie zostat jeszcze wyjasniony. W badaniach in vivo
zaobserwowano korelacj¢ pomiedzy stgzeniem BP-2 w moczu, a koncentracja plemnikow.
Benzofenon-2 zmniejszal procent plemnikéw poruszajacych si¢ ruchem progresywnym oraz
zwigkszat liczbg niedojrzatych plemnikéw (Buck Louis i wsp., 2015; Louis i wsp., 2014).
Oprocz budowy i1 ruchliwosci benzofenony, gléwnie BP-3 moga wplywaé na funkcje
plemnikéw poprzez aktywacje kanatow jonowych dla Ca2+ (Catsper) i wplyw na

wewnatrzkomorkowy stezenie tych jonow (Schiffer i wsp., 2014).

1.6 Wplyw BP-2 na poziom hormondw tarczycy

Substancje chemiczne zaburzajace gospodarke hormonalng, w tym chemiczne filtry
UV, oprocz wplywu na poziom hormondw plciowych, czesto zaburzaja rowniez
funkcjonowanie tarczycy (Hofmann i wsp., 2009; Schmutzler i wsp., 2004). Pochodne
benzofenonu nalezg do grupy zwiazkéw o dziataniu podobnym do naturalnych estrogenow.
Toksyczny wplyw ksenoestrogenéw zwykle nie dotyczy wptywu na jeden gruczot wydzielania
wewngtrznego, lecz czesciej zwiazki te zaburzaja funkcje réznych gruczotoéw dokrewnych.
Zwigzki czynne endokrynnie moga zaburza¢ homeostaz¢ hormonéw tarczycy poprzez
oddzialtywanie na ich synteze, transport oraz metabolizm. Kluczowym enzymem
W wytwarzaniu hormonow tarczycy jest peroksydaza tarczycowa (TPO), wystepujaca w postaci
dimeru w pecherzykach tarczycy, ktora katalizuje utlenianie anionu jodkowego do jodu przy
udziale nadtlenku wodoru. Utleniony jod dostaje si¢ do pecherzykow tarczycy, gdzie podlega
wbudowywaniu do reszt tyrozolowych tyreoglobuliny. Powstanie jodotyrozyn (MIT -
monojodotyrozyny oraz DIT - dijodotyrozyny) oraz ich sprzeganie w trijodotyroning (T3)

I tetrajodotyroning (T4) jest katalizowane przez tyreoperoksydaze. Badania mechanizmu

27



dziatania benzofenonu-2 na funkcjonowanie tarczycy sa gldwnie skoncentrowane na okreslaniu
wplywu tego zwigzku na aktywno$¢ peroksydazy tarczycowej, a wigc na kluczowy etap
organifikacji jodu (Krause iwsp., 2012; Schmutzler i wsp., 2007). W badaniach in vitro
stwierdzono, ze BP-2 hamuje aktywno$¢ TPO w obecno$ci nadtlenku wodoru (Paul i wsp.,
2014; Song i wsp., 2012). Przyktadem podobnego dziatania jest genisteina ktora moze by¢
alternatywnym substratem do jodowania, przytacza¢ si¢ do TPO i doprowadza¢ do jej
inaktywacji (Divi i wsp., 1997). Ze wzgledu na podobienstwo w budowie czasteczki jest
wysoce prawdopodobne, ze BP-2 wykazuje podobny mechanizm hamowania TPO, poniewaz
stwierdzono, ze BP-2 nie powodowat inaktywacji TPO komoérek wykazujacych silng ekspresje
tego enzymu, jesli w mieszaninie reakcyjnej obecny byt réowniez jod (Lee i wsp., 2018;
Schmutzler i wsp., 2007). Wyniki te s3 wazne ze wzgledu na mozliwe wystapienie
niepozadanych dziatan EDC u ludzi z niedoborem jodu, zwi¢kszonym zapotrzebowaniem na
jod jak kobiety w cigzy oraz dzieci lub przy nadmiarze jodu (Schmutzler i wsp., 2007).
Prawidlowe stezenie jodu w organizmie jest konieczne do wytwarzania hormondéw oraz
warunkuje prawidtowe funkcjonowanie tarczycy. Zaobserwowano, ze wzrost spozycia jodu
w diecie ludzi zamieszkujacych USA koreluje ze wzrostem chordb tarczycy o podlozu
autoimmunologicznym. U os6b podatnych genetycznie na zapalenie tarczycy, nadmiar jodu
zapoczatkowuje 1 przyspiesza proces autoagresji (Rose i wsp., 2002). Dodatkowo, jodowanie
tyreoglobuliny jest zwigzane ze wzrostem jej immunoreaktywnosci (Papanastasiou i wsp.,
2007). Wystapienie przeciwcial przeciw peroksydazie tarczycowej (anty-TPO) oraz przeciw
tyreoglobulinie  silnie  koreluje  z wystgpowanie  choréb  tarczycy o  podiozu
autoimmunologicznym. Przeciwciata przeciwko peroksydazie tarczycowej sa wykrywane
prawie u wszystkich pacjentow z chorobg Hashimoto, u 75% chorych na Gravesa- Basedowa
oraz 2/3 pacjentek z zapaleniem tarczycy po porodzie (Fréhlich i Wahl, 2017). Choroby te moga
objawia¢ si¢ zardwno niedoczynno$cia jak inadczynno$cig tarczycy (Ross i wsp., 2016;

Siriwardhane i wsp., 2018).

Badania przeprowadzone na liniach komorkowych przysadki moézgowej (GH3),
pecherzyka tarczycowego (FRTL-5) oraz na zarodkach Danio rerio wykazaly wplyw
pochodnych benzofenonéw na ekspresje gendow receptorow hormonéw tarczycy i TSH.
Benzofenony, w tym najlepiej zbadany BP-3 i jego metabolit BP-1 zmniejszaly ekspresje
genow podjednostki [ czasteczki TSH (TSHp), receptora dla tyreoliberyny (TRH-R)
i receptora B dla hormonéw tarczycy (TRB) oraz genu kodujacego peroksydaze tarczycowa

w linii komorkowej przysadki moézgowej. Natomiast zarodki Danio rerio wykazywaly
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obnizenie poziomu hormonoéw tarczycy (T3 oraz T4), a takze wzrost ekspresji genow
kodujacych izoforme¢ 1 dejodynazy jodotyroninowej (diol) oraz glukuronylotransferazy
urydynodifosforanu (UGT1ab), co moze §wiadczy¢ o wptywie benzofenonéw na metabolizm

hormonéw tarczycy (Lee i wsp., 2018).

Nieliczne dane wskazuja, ze rowniez BP-2 moze hamowac synteze¢ lub uwalnianie
hormonéw tarczycy (Schmutzler i wsp., 2007). Dotychczas zmiany poziomu hormonow
tarczycy okreslono tylko u samic szczuréw z usunigtymi jajnikami, tak wigc w modelu,
w ktorym wptyw hormonéw piciowych zostal wyeliminowany oraz po podaniu doustnym czyli
w warunkach szybkiej eliminacji z krwi benzofenonu-2 (Jarry i wsp., 2004; Schmutzler i wsp.,
2007; Seidlova-Wuttke i wsp., 2005). U ludzi stwierdzono, Ze st¢zenie benzofenonéw w moczu
koreluje z obnizonym poziomem catkowitego T4 u me¢zczyzn oraz obnizonym poziomem T4
zarowno catkowitego jak i wolnego u kobiet (Kim i wsp., 2017). Ponadto, u kobiet w cigzy
narazonych na dziatanie BP-3 wykazano obnizony poziom fT3 (Aker i wsp., 2016; Berger
i wsp., 2018).

1.7 Dzialanie benzofenonéw na komorki centralnego systemu nerwowego

Komorki os$rodkowego uktadu nerwowego, a zwlaszcza neurony, sa szczegélnie
podatne na uszkodzenia. Zmiany morfologiczne oraz funkcjonalne neurondéw moga byc¢
wywolane czy nasilane przez zwiagzki egzogenne. Mechanizmy molekularne prowadzace do
neurodegeneracji nie sg jeszcze w petni poznane, jednakze wykazano, ze kluczowa role
W inicjowaniu $mierci neuronow odgrywaja: nadmierna produkcja reaktywnych form tlenu
(ROS), aktywacja komorek immunologicznych OUN — mikrogleju, ekscytotoksycznosé
zwigzana z nadmiernym dzialaniem glutaminianu oraz hamowanie neuroprotekcyjnych
efektow hormondw: estrogenow, progesteronu i hormonow tarczycy. Zwiazki egzogenne moga
obniza¢ 1 tak niski poziom enzymow antyoksydacyjnych w mozgu, co w efekcie prowadzi do
wystgpienia czy nasilenia zmian apoptotycznych, ktore mogg pojawia¢ si¢ wiele lat przed
objawami klinicznymi chorob neurodegeneracyjnych. Ksenobiotyki, ktore w krotkim czasie nie
powoduja istotnych zmian w OUN, w dhuzszym okresie czasu mogg zaburza¢ funkcjonowanie
komorek 1 mechanizméw neuroprotekcji, a w konsekwencji prowadzi¢ do inicjacji lub nasilenia
procesow patologicznych. Stwierdzono, ze jednym z pierwszych czynnikoOw zaangazowanych
W powstawanie chordb neurodegeneracyjnych moze by¢ stres oksydacyjny (Garza-Lombo
i wsp., 2018; Ray i wsp., 2012). Nadmierne powstawanie reaktywnych form tlenu moze

wynika¢ z zaburzen funkcji mitochondriéw, uszkodzenia tancucha oddechowego, wysokiego

29



poziomu wewnatrzkomérkowego wapnia oraz nadmiernej aktywnosci cyklooksygenazy
(COX), syntetazy tlenku azotu (NOS) czy oksydazy ksantynowej (Agnihotri i Aruoma, 2020).
Zwigkszony poziom ROS przy niedostatecznym dziataniu endogennych mechanizméw
antyoksydacyjnych prowadzi do powstania stresu oksydacyjnego i w efekcie moze dochodzié¢
do uszkodzen DNA, biatek i lipidow. Utlenienie lipidow w btonach komérkowych prowadzi
do powstawania toksycznych produktow m.in. dialdehydu malonowego (MDA) oraz
4-hydroksynonenalu. Innym, waznym mechanizmem prowadzacym do neurodegeneracji jest
ekscytotoksycznos¢, definiowana jako uszkodzenie i $mier¢ neurondw z powodu nadmierne;j
lub dtugotrwatej ekspozycji na aminokwasy pobudzajace, gtownie glutaminian. Zwigkszone
uwalnianie i / lub zmniejszony wychwyt glutaminianu ze szczeliny synaptycznej powoduje
nadmierng stymulacj¢ jego receptoroéw, gtdéwnie receptora jonotropowego NMDA i nadmierny
naptyw jonéw wapnia do wnetrza komorki prowadzacy do uszkodzenia neurondéw (Gregory
i wsp., 2020; Muddapu i wsp., 2019). Istotnym mechanizmem prowadzacym do uszkodzenia
neuronow jest takze nadmierna aktywacja komorek mikrogleju i nasilanie syntezy cytokin
prozapalnych. Mechanizmy te prowadza do $mierci komorek, zaburzenia uwalniania
neuroprzekaznikdw, a w efekcie do manifestacji objawow choroby. Gtéwna przyczyna $mierci

neuronéw w chorobach neurodegeneracyjnych jest proces apoptozy.

Apoptoza, czyli zaprogramowana $mier¢ komodrki jest procesem aktywnym,
wymagajacym dostarczenia ATP. W procesie tym dochodzi do obkurczenia komorki,
skondensowania chromatyny, fragmentacji DNA oraz wytworzenia tzw. cialek
apoptotycznych, ktore nastepnie ulegaja fagocytozie i nie dochodzi do powstania stanu
zapalnego. Indukcja apoptozy moze zachodzi¢ poprzez rozne szlaki biochemiczne:
wewnatrzpochodny (mitochondrialny) lub zewnatrzpochodny (receptorowy). Aktywacja
procesu na drodze receptorowej jest zwigzana z pobudzeniem przez specyficzne ligandy
(hormony, cytokiny, ksenobiotyki) receptorow zrodziny TNF zawierajacych w czgéci
wewnatrzkomorkowej domeng $mierci. Po potaczeniu liganda z receptorem dochodzi do
aktywacji biatka adaptorowego, wytworzenia kompleksu i aktywacji prokaspazy-8 lub
prokaspazy-10 (kaspaz inicjatorowych), ktore z kolei aktywuja kaspazy efektorowe (Franklin,
2011). Aktywacja szlaku receptorowego moze takze przez biatko tBid, ktore oddziatuje
Z mitochondrium indukowa¢ c¢zy wzmacnia¢, proces apoptozy zainicjowany droga
mitochondrialng. Mitochondrialny szlak apoptozy aktywowany moze by¢ przez wzrost st¢zenia
jonow Ca2+ w cytoplazmie, stres oksydacyjny, zaburzenia elektrolitowe czy uszkodzenia

DNA. W wyniku interakcji pomigdzy biatkami z rodziny Bcl-2 (proapoptotycznymi

30



I antyapoptotycznymi) w btonie mitochondriow dochodzi do utworzenia kanatow przez ktore
uwalniane s3 czynniki apoptotyczne. W przypadku uszkodzen DNA kluczowym czynnikiem
jest biatko p53, ktére przemieszcza si¢ z cytoplazmy do mitochondrium, gdzie laczy si¢
z biatkami anty-apoptotycznymi (Bcl-2 oraz Bcl-xL), powodujac ich unieczynnienie oraz
wzrost przepuszczalnosci bton mitochondrialnych. W wyniku otwarcia megakanatow
mitochondrialnych dochodzi do uwolnienia z mitochondriow cytochromu c, ktory taczy si¢
z biatkowym czynnikiem Apaf-1 oraz prokaspaza-9, tworzac apoptosom. W apoptosomie
dochodzi do aktywacji kaspazy inicjatorowej - kaspazy -9, ktora aktywuje kaspazy efektorowe
(Franklin, 2011). W proces apoptozy sg zaangazowane roOwniez kinazy MAP (MAPK), bedace
biatkowymi kinazami serynowo-treoninowymi, ktore reguluja wiele proceséw fizjologicznych
takich jak: ekspresja genéw, metabolizm, réznicowanie oraz podziaty komorkowe, a takze
odpowiedz na stres, przezycie lub apoptoze komorek (Plotnikov i wsp., 2011). Kinazy MAP sa
odpowiedzialne za przekazywanie licznych bodzcow zewnatrzkomorkowych. W konsekwencji
MAPK sg zdolne do fosforylowania i zmiany aktywnos$ci niezliczonych substratow w réznych
strukturach komorkowych. Substraty MAPK znaleziono nie tylko w cytoplazmie, ale takze
w mitochondriach, aparacie Golgiego, retikulum endoplazmatycznym i jadrze (Yao i Seger,
2009; Yoon i Seger, 2006). Ze wzgledu na pelione liczne funkcje komorkowe, odgrywaja
réwniez istotng role w patogenezie wielu chordb. Badania sugeruja, ze mogg si¢ przyczyniac
do zwiazanych z choroba Parkinsona proceséw patologicznych, takich jak stres oksydacyjny,
zapalenie nerwow, autofagia i $mieré neuronow. Przyktadem moze by¢ p38 -MAPK, ktora
odgrywa wazng role w apoptozie neuronow, poprzez fosforylacj¢ biatek z rodziny Bcl-2
(De Chiara i wsp., 2006). Pobudzenie szlaku p38 MAPK w neuronach dopaminergicznych
moze prowadzi¢ do niekontrolowanej aktywacji apoptozy, obserwowanej w modelach
komorkowych oraz zwierzecych choroby Parkinsona (Choi 1 wsp., 2004; Jiang 1 wsp., 2014).
Niezaleznie od sposobu zapoczatkowania apoptozy, w procesie tym dochodzi do aktywacji
kaskady kaspaz poprzez wzbudzenie kaspaz inicjatorowych (kaspaza -8, -9), ktore pobudzaja
kaspazy wykonawcze (kaspaza-3) (Rudnicka iwsp. 2011; Przybylski i wsp. 2013).

Pochodne benzofenonu jako zwigzki o budowie predysponujacej do kumulacji w tkance
thuszczowej oraz przechodzenia przez barier¢ krew-mozg moga oddziatywac¢ na neurony.
Badania in vitro przeprowadzone na pierwotnych hodowlach komoérek nerwowych hipokampa
oraz kory mézgowej myszy wykazaly neurotoksyczne dziatanie benzofenonu-3. Mechanizm
indukcji apoptozy przez ten zwigzek wynika z obnizania potencjatu blony mitochondrialne;j,

aktywacji kaspaz-9 i -3, kinaz aktywowanych mitogenami (p38) oraz kinazy syntazy
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glikogenu 3 (Gsk3p). Stwierdzono takze, ze dziatanie BP-3 na komoérki mézgu w badaniach
invitro zalezy od badanej struktury moézgu oraz czasu dziatania (Wnuk i wsp., 2018a).
Nieliczne badania exvivo takze wskazuja na neurotoksyczne dzialanie BP-3, poniewaz
stwierdzono, ze zwigzek ten aktywuje proces apoptozy, indukuje zmiany epigenetycznych
w genach regulujacych procesy neurodegeneracji/neuroprotekcji oraz wywotuje zmiany
W poziomach receptoréw estrogenowych. Wykazano, ze BP-3 podawany cigzarnym myszom
podskoérnie w dawce 50 mg/kg wywoluje aktywacje kaspazy-3, nasila uwalnianie z komoérek
dehydrogenazy mleczanowej (LDH), a takze obniza potencjat btony mitochondrialnej oraz
zwigksza ekspresj¢ genow biatka Bax oraz kazpazy-3 w komorkach kory mézgowej embrionow
(Wnuk i wsp., 2018a). Jednym z mechanizmow prowadzacych do nasilenia procesoOw apoptozy
neuronoéw zwierzat narazonych na dziatanie BP-3 w okresie prenatalnym, moze by¢ obnizenie
catkowitej aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Nadmierne powstawanie wolnych rodnikéw i ich
oddziatywanie na wielonienasycone kwasy tluszczowe bton komoérkowych prowadzi do
zwigkszenia peroksydacji lipidow oraz nasilenia stresu oksydacyjnego (Pomierny i wsp., 2019).
Innym, waznym mechanizmem neurotoksycznego dziatania BP-3 jest wpltyw na poziom
glutaminianu, a w konsekwencji wywotanie zjawiska ekscytotoksycznosci. BP-3 podawany
cigzarnym samicom szczuréw oraz ich potomstwu zwigksza stezenie zewnatrzkomorkowego
glutaminianu w hipokampie oraz korze czolowej oraz zmienia ekspresje transporterow
glutaminianu (Pomierny i wsp. 2019). Wzrost poziomu zewnatrzkomdrkowego glutaminianu,
najprawdopodobniej wywolany zmianami w ekspresji transporterow glutaminianu GLT-1

i xCT, moze by¢ wiec istotnym mechanizmem wywolywania przez BP-3 uszkodzen neurondw.

Oproécz dziatania neurotoksycznego, benzofenony mogg zaburza¢ dziatanie protekcyjne
hormonéw ptciowych oraz hormondéw tarczycy. W okresie prenatalnym komorki nerwowe sa
najbardziej wrazliwe na dziatanie ksenobiotykow, poniewaz w tym okresie proliferacja,
réznicowanie, migracja neuronéw, synaptogeneza 1 mielinizacja sg najbardziej intensywne
(Liiwsp., 2014; Lien i wsp., 2015). Nieliczne na razie dane wskazuja, ze benzofenony moga
hamowa¢ synteze hormonow tarczycy, hormonéw ktore nie tylko odgrywaja istotng role
W rozwoju mozgu a takze sg niezbedne dla prawidlowej funkcji komoérek nerwowych
U dorostych (Schmutzler i wsp., 2007). Trojjodotyronina regulujac ekspresj¢ genow kodujacych
czynniki wzrostu 1 czynniki transkrypcyjne, zmniejsza proliferacje, a pobudza rdéznicowanie
komorek. Z kolei tyroksyna znaczaco wptywa na migracj¢ neuronéw. W wyniku zaburzenia
poziomu hormondw tarczycy w okresie ptodowym moze dojs$¢ do uposledzenia funkcji mozgu.

Przez dtugi czas uwazano, ze w przeciwienstwie do okresu rozwojowego, geny regulowane
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przez hormony tarczycy w centralnym systemie nerwowym sg juz niewrazliwe na dziatanie
tych hormondéw u dorostych. Obecne badania wskazuja, ze nawet w dorostym moézgu niedobor
hormondéw tarczycy upo$ledza niektore funkcje (nastrdj, pamigé i procesy uczenia si¢)
i prawdopodobnie wynika to z ich wptywu na procesy metaboliczne i wewngtrzkomorkowe
szlaki przekazywania sygnatu (Vallortigara i wsp., 2009). W procesie prawidtowej
neurogenezy uczestniczg receptory hormonow tarczycy, ale takze receptory hormondéw
ptciowych. Przyktadem moze by¢ nieprawidlowy rozw6j moézgu obserwowany u myszy
pozbawionych receptora ERPB. Estrogeny pobudzaja proliferacj¢ astrogleju i macierzystych
komorek nerwowych, sprzyjaja przezywalnosci neuronow. Wptywaja rowniez na plastycznos$c
synaptyczng poprzez stymulacje tzw. kolcow dendrytycznych oraz receptorow ERa
wystepujacych w btonach synaptycznych (Kajta i wsp., 2013). Hormony piciowe nie tylko
reguluja rozwoj 1 funkcje komorek uktadu nerwowego w okresie rozwojowym, lecz takze
wplywaja na komoérki OUN u dorostych osobnikoéw. Estrogeny wywieraja dziatanie
neuroprotekcyjne poprzez oddzialywanie z jadrowymi receptorami ER oraz z receptorami
aktywowanymi przez proliferatory peroksysomow y (PPARY), ktore petnig funkcje czynnikow
transkrypcyjnych (Chu 1 wsp., 2014). Reguluja geny wazne w rdéznicowaniu komorek
i procesach metabolicznych, zwlaszcza w metabolizmie lipidow i glukozy (Derosa i wsp.,
2018). Agonisci PPARy zastosowani w mysich modelach chor6b neurodegeneracyjnych
powoduja zmniejszenie zmian neurodegeneracyjnych (Feinstein i wsp., 2002), a takze
wpltywaja pozytywnie na efekty wywolywane udarem niedokrwiennym mozgu (Villapol i wsp.,
2012). Jednoczesnie badania aktywacji PPARy wykazaty ich ochronny wptyw na parametry
stresu oksydacyjnego, dysfunkcje mitochondriow 1 apoptoze w chorobie Alzheimera (AD),
chorobie Huntingtona (HD) oraz stwardnieniu zanikowym bocznym (ALS) (Quintanilla i wsp.,
2014).

Egzogenne zwigzki hormonalnie czynne zaburzajac funkcje estrogendw, mogg nasila¢
proces apoptozy. Doniesienia literaturowe wskazujg jako gtowny mechanizm dziatania
benzofenonéw, wplyw na ekspresj¢ receptoréw hormondéw piciowych. Stwierdzono, ze
ekspozycja cigzarnych myszy na BP-3 obniza ekspresj¢ ERa i ERP, przy jednoczesnym
wzroscie ekspresji GPR30. Dodatkowo, BP-3 hamuje metylacj¢ DNA, w szczeg6lnosci genow
GPR30 i Bax, czemu towarzyszy zwigkszony poziom ekspresji mRNA i biatka. Ponadto BP-3
powoduje hipermetylacje genow ERa, ERP 1 Bcl-2, co w efekcie obniza poziom biatka
receptoréw estrogenowych 1 bialek anty-apoptotycznych. Ekspozycja na dziatanie BP-3

powoduje rdwniez zmiany poziomu ekspresji mRNA oraz biatka receptorow PPARY. Indukcja
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apoptozy komorek neuronalnych narazonych na dziatanie BP-3 zachodzi w wyniku
zmniejszenia ekspresji ERo / PPARy oraz stymulacji sygnalizacji ER / GPR30 (Wnuk i wsp.,
2018b). Do receptorow regulujacych proces apoptozy naleza rowniez receptory retinoidowe X
(RXR), ktére wystepuja we wszystkich komorkach organizmu. Odgrywaja kluczowa role
poprzez oddzialywanie z receptorami jadrowymi tworzac m.in. heterodimery z PPARy. Moga
réwniez tworzy¢ homodimery RXR, ktore w obecnosci selektywnego agonisty reguluja
ekspresje genow, zwigkszajac proliferacje komorek lub indukujac apoptoze (Wagner i wsp.,
2017). Stwierdzono, ze BP-3 moze wplywaé na proliferacje neuronow za posrednictwem
receptorow retinoidowych X 1 poprzez stymulacje receptorow RXRo oraz hamowanie
sygnalizacji RXRB / RXRy powodowa¢ zaburzenia proliferacji neuronow (Wnuk i wsp.,
2018b). Nalezy zaznaczy¢, ze wptyw na poziom receptorow estrogenowych, a w konsekwencji
na ekspresje gendw zaleznych od ER, ma réwniez aktywacja receptorow weglowodorow
aromatycznych (AhR). BP-3 znaczaco zwigksza poziom AhR w cytoplazmie komorek kory
czolowej, chociaz nie wywiera takiego wptywu na zawartos¢ tego receptora w hipokampie.
Obserwowana po narazeniu na BP-3 indukcja mitochondrialnego szlaku apoptozy w korze
czolowej szczura moze wigc wynikaé takze z ostabienia neuroprotekcyjnego dziatania

estrogenow lub nasilenia ekspresji czy funkcji AhR (Pomierny i wsp., 2019).
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2. Cel pracy

Zwigkszajace si¢ narazenie cztowieka na zwigzki hormonalnie czynne, w tym na
benzofenon-2 moze by¢ zwigzane z uposledzeniem niektorych funkcji organizmu. Wiasciwosci
lipofilowe, zdolnos¢ do kumulacji w organizmie oraz fakt, ze filtry UV stosowane sg na duza
powierzchnig¢ ciata i czesto przez caty okres zycia powoduje, ze zwigzki te mogg wywotywac
niekorzystne efekty nie tylko na obwodzie, ale takze moga ostabia¢ przezywalnos¢ komorek
mozgu. Efekty dziatania BP-2 sg dotychczas bardzo stabo zbadane, a wptyw tego zwigzku na
komorki mozgu, aktywno$¢ uktadu immunologicznego czy parametry hematologiczne

w warunkach in vivo nie byt w ogoéle przedmiotem badan.

Glownym celem podjetych badan byto okreslenie zdolnosci BP-2 do przechodzenia
przez bariere krew-mozg 1 jego wpltywu na przezywalnos$¢ komoérek nerwowych. We wstepnych
badaniach in vitro okreslano potencjalne, cytotoksyczne i pro-apoptotyczne dziatania BP-2
w linii  komorkowej ludzkiej neuroblastomy SH-SYS5Y. W badaniach ex vivo, po
4 tygodniowym, naskérnym podawaniu BP-2 samcom szczura, 0znaczano poziom tego
zwigzku W strukturach mézgu oraz wybranych tkankach obwodowych. Celem okreslenia
potencjalnego, neurodegeneracyjnego dziatania BP-2 w najbardziej wrazliwych na uszkodzenia
strukturach mozgu, to znaczy hipokampie i korze czotowej oceniono wptyw tego zwiazku na
markery stresu oksydacyjnego oraz procesu apoptozy, czyli procesow lezacych u podstaw

chorob neurodegenracyjnych.

BP-2, jako zwigzek zaburzajacy funkcje endokrynne moze takze wptywac na powigzany
z uktadem hormonalnym uktad immunologiczny, dlatego kolejnym celem obecnych badan byto

okreslenie wplywu tego zwiazku na wybrane funkcje uktadu immunologicznego.

Poniewaz wiadomo, ze BP-2 zaburza dziatanie hormonéw piciowych i wptywa na
synteze hormondow tarczycy, dlatego w zastosowanym modelu oceniono wpltyw BP-2 na
poziom hormonéw tarczycy, hormondéw plciowych i gonadotropin we krwi oraz ekspresje
receptorow estrogenowych (ERa, ERB, GPR-30), androgenowych (AR) i progesteronowych
(PR) w podwzgorzu.

Dane literaturowe sugeruja, ze narazenie na zwigzki hormonalnie czynne, w coraz
wiekszym stezeniu wystepujace obecnie w srodowisku, jest odpowiedzialne za obnizajacg si¢
ptodnos¢ u mezczyzn. Celem okreslenia wptywu BP-2 na funkcje jader okreslano liczbe,

ruchliwo$¢ 1 morfologi¢ plemnikéw oraz poziom testosteronu.
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3. Metodyka

Dziatanie benzofenonu-2 zostato ocenione w badaniach zaréwno in vitro jak i ex vivo.
Pierwszym etapem eksperymentu byto badanie in vitro majace na celu ocen¢ wptywu BP-2 na
komorki ludzkiej neuroblastomy (SH-SYS5Y). Nastepnie przeprowadzono badania ex vivo na
samcach szczurdéw rasy Wistar oceniajgce poziom BP-2 w poszczegolnych tkankach oraz skutki
oddziatywania badanego zwigzku na wybrane uklady organizmu (hormonalny,

immunologiczny, OUN, rozrodczy).

3.1 Materialy i odczynniki

Zastosowany w badaniach benzofenon-2 zostat zakupiony w firmie Sigma-Aldrich
(2,2°,4,4’-tetrahydroxybenzophenone, CAS nr 131-55-5). W celu przygotowania roztworow,
BP-2 rozpuszczono w mieszaninie etanolu i wody (1:3), nastepnie roztwory filtrowano przez

jatowe filtry strzykawkowe i przechowywano w temperaturze -20°C.

W celu przygotowania masci aplikowanej zwierzgtom, zostalo wykorzystane podtoze

Hascobaza (Hasco-Lek S.A, Polska), ktore byto przechowywane w temperaturze pokojowe;j.

Metanol, heptan, octan etylu (czystos¢ LC/MS) zakupiono w firmie Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA), natomiast lodowaty kwas octowy pochodzit z firmy Chempur (Piekary
Slaskie, Polska).

3.2 Badania in vitro

Zwigkszona $miertelno$¢ neurondéw zwigzana z procesami nekrozy i/lub apoptozy jest
jedng z gldwnych przyczyn choréb neurodegeneracyjnych. Dlatego tez w badaniach in vitro
okreslano cytotoksyczne i/lub proapoptotyczne efekty benzofenonu-2 na komorki ludzkiej
neuroblastomy (SH-SY5Y). Potencjalny mechanizm cytotoksyczny zostal oceniony poprzez
pomiar aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w pozywce hodowlanej oraz badanie
zywotno$ci komorek SH-SYSY, metoda redukcji MTT. Dzialanie proapoptotyczne
benzofenonu-2 zostato okreslone poprzez oceng aktywnosci kluczowego enzymu apoptozy,
jakim jest kaspaza-3. Zmiany zachodzace w komoérkach apoptotycznych takie jak: kondensacja

jader 1 obkurczanie komorek, zostaty okreslone w preparatach barwionych metodg Hoescht a.
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3.2.1 Hodowla komorek ludzkiej neuroblastomy (SH-SY5Y)

Do badan wykorzystano komorki linii SH-SY5Y (ludzka neuroblastoma), ktore
zakupiono w firmie American Type Culture Corporation (ATCC). Hodowla komorkowa byta
prowadzona w butelkach o powierzchni 75 cm?, w pozywce hodowlanej DMEM Glutamax
(LifeTechnologies, USA) z dodatkiem 10 % inaktywowanej surowicy bydlecej (Foetal Bovine
Serum, LifeTechnologies, USA), streptomycyny (100 pg/ml, Sigma Aldrich, USA) i penicyliny
(100 U/ml, Sigma Aldrich, USA). Komoérki SH-SY5Y hodowano w warunkach wysokiej
wilgotnosci, w atmosferze 5% CO2/ 95% Oz oraz w temperaturze 37°C. Po uzyskaniu
konfluencji komorki byly pasazowane i1 wysiewane na 96-dotkowe plytki w celu
przeprowadzenia wybranych testow biochemicznych. W przypadku barwienia Hoescht
komorki byly wysiewane na Millicell EZ slide (Millipore). Wszystkie czynno$ci byty
prowadzone w warunkach jatowych z zastosowaniem komory laminarnej, jatowych narzedzi

laboratoryjnych oraz inkubatora COx.

Do przeprowadzenia testu zywotnosci oraz testu cytotoksycznosci komorki SH-SYS5Y
wysiewano na 96 dotkowe ptytki w liczbie 40 000/dotek. Celem oceny aktywnosci kaspazy-3,
koncentracja komorek wynosita 80 000/dotek. Po 24 godzinach od wysiania, pozywke
hodowlang zmieniano na pozywke (190 pl) zawierajaca zmniejszong do 1% surowice bydleca.
W celu wykonania testu LDH oraz testu redukcji MTT dodawano 10 ul roztworu
benzofenonu-2 w zakresie stezen koncowych od 10 do 10® M. Taki sam zakres stezen BP-2
zastosowano do oceny aktywnosci kaspazy-3. W barwieniu Hoechst oceniano zmiany
apoptotyczne zachodzace w neuronach pod wplywem dziatania benzofenonu-2 w stgzeniach

10 oraz 10'M.

3.2.2 Badanie wplywu benzofenonu-2 na Zywotno$¢ neuronéw

Wptyw BP-2 na zywotno$¢ komodrek mierzono po 24 - i 72 - godzinnej ekspozycji na
badany zwigzek, okreslajac zdolno$¢ komorek do przeksztatcania 3-[4,5-dimetylotiazol-2-yl]-
2,5-difenylo tetrazoliny (MTT) do nierozpuszczalnych krysztalow formazanu. Reakcja redukcji
MTT jest zalezna od aktywno$ci enzymow mitochondrialnych, gtéwnie dehydrogenaz i jest
mozliwa w zywych i aktywnych metabolicznie komorkach. Po 24- lub 72- godzinnej ekspozycji
komoérek na dzialanie benzofenonu-2 pozywke hodowlang zastapiono 190 pl DMEM’u
(zawierajacy 1% surowice bydlecg oraz standardowe ilosci antybiotykoéw) oraz 10 pl roztworu
MTT, ktory przygotowano w PBS i dodano w stgzeniu 0,15 mg/ml. Komorki SH-SY5Y

inkubowano przez 2h w temperaturze 37°C, nastgpnie powstate krysztaty formazanu
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rozpuszczono w 100 pul DMSO i mierzono absorbancje kazdej probki przy dtugosci fali 570 nm
w czytniku ptytek Multiscan (Labsystem, USA). Wyniki przedstawiono jako procent kontroli,
aza 100% przyjeto absorbancje z hodowli komoérek inkubowanych wylacznie

z rozpuszczalnikiem.

3.2.3 Badanie cytotoksycznego dzialania benzofenonu-2

Cytotoksyczne dziatanie benzofenonu-2 bylo oznaczane poprzez pomiar aktywnosci
dehydrogenazy mleczanowej (LDH), uwalnianej z uszkodzonych komoérek do pozywki
hodowlanej po 24- lub 72-godzinnym narazeniu na dziatanie badanego zwiazku. Smieré¢ lub
uszkodzenie btony komoérkowej powoduje wzrost aktywnosci LDH w pozywce hodowlane;j.
Aktywno$¢ LDH oznaczano stosujac komercyjnie dostgpny zestaw odczynnikow (Cytotoxicity
Detection Kit, Roche, Niemcy). Podstawa oznaczenia jest zredukowanie przez dehydrogenaze
mleczanowg substratu NAD" do NADH*/H*. W wyniku reakcji dochodzi do utlenienia
mleczanu do pirogronianu. Nastepnie dehydrogenaza NADH przenosi proton z NADH+/H+ na
s0l tetrazolowa redukujac ja do barwnego (czerwonego) formazanu. Ilo§¢ powstajacej barwnej
soli formazanu jest proporcjonalna do aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej, a zatem do
ilosci uszkodzonych komoérek. Barwny produkt reakcji wykazuje maksymalng absorbancje
przy dlugosci fali 492 nm, przy ktorej sol tetrazolowa nie wykazuje zadnej absorbancji.

Pozywke hodowlang w objetosci 100 pl pobierano znad komorek, a nastepnie
przenoszono na 96-dotkowa plytke. Do kazdego dotka dodawano po 100 pl odczynnika
zawierajacego mleczan, NAD", sol tertrazolowg. Po 25 minutach inkubacji w ciemnosci
i temperaturze 37°C dokonywano odczytu absorbancji przy dtugosci fali 492 nm z odczytem
referencyjnym przy 620 nm. Wyniki wyrazono, jako procent kontroli, a za 100 procent przyjeto
aktywnos¢ LDH w pozywce pobranej znad komorek kontrolnych zawierajacych wylacznie
rozpuszczalnik (mieszanina wody 1 etanolu). W tym tedcie zastosowano Triton XC, jako

kontrole pozytywna, poniewaz ten zwigzek uszkadza wszystkie komorki.

3.2.4 Oznaczenie aktywnosci kaspazy-3

Aktywno$¢ kaspazy-3 zostala zmierzona 24 godziny po dodaniu roztworéw
benzofenonu-2 w zakresie stezen koncowych 10* -10® M do hodowli komérek SH-SY5Y,
metoda fluorometryczng z zastosowaniem komercyjnie dostepnego zestawu odczynnikow
(Caspase-3 Activity Fluorometric Assay Kit, Sigma Aldrich, kat. CASP3F-1KT). Metoda
opiera si¢ na reakcji rozszczepienia substratu Ac-DEVD-AMC (acetylo-Asp-Val-Glu-Val-Asp-
7-amido-4-metylokumaryna) przez enzym, aktywna kaspaze-3 do 7-amino-4-metylokumaryny
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(AMC). Zétto-zielona fluorescencja wytwarzana przez wolny AMC jest proporcjonalna do
aktywnosci kaspazy-3 obecnej w probce.

Badane komorki poddano dziataniu 25 pl buforu lizujacego (czas trwania lizy: 30 min,
inkubacja na lodzie). Nastepnie inkubowano z Ac-DEVD-AMC (0,003 umola zawarte
w 200 pl) przez 90 min w temperaturze 30°C. W trakcie inkubacji z substratem dla kaspazy-3
dokonywano pomiaru fluorescencji za pomoca czytnika ptytek fluorescencji (dtugosci fali
Ex/Em = 360/460 nm). Po odj¢ciu niespecyficznej fluorescencji, okreslonej w dotkach phytki
zawierajacej wylgcznie odczynniki bez obecno$ci komorek, aktywnos¢ kaspazy-3 obliczono
Z krzywej wzorcowej, ktorej zakres wynosit od 0,1 uM do 6 uM 1 wyrazono
w pmol AMC / min / ml.

3.2.5 Barwienie Hoechst

W celu wizualnej oceny zmian apoptotycznych, takich jak kondensacja jadra
I obkurczenie komorek, neurony wybarwiano barwnikiem Hoechst (Hoechst 33342, Molecular
Probes, Eugene, Oregon, USA), jak opisano przez Leskiewicz i wsp., 2008. DwadzieScia cztery
godziny po podaniu benzofenonu-2 w stezeniu 107 i 108 M Ilub staurosporyny (kontrola
pozytywna) do hodowli, komorki utrwalano 4% paraformaldehydem przez 30 minut. Nastepnie
eksponowano na dziatanie barwnika Hoechst 33342 (0,8 pg/ml) réwniez przez 30min.
Hodowle ptukano 3-krotnie 10mM PBS i suszono. Kondensacj¢ jadrowa i obkurczanie si¢
komorek oceniano w mikroskopie fluorescencyjnym Leica. Komorki z jasnymi,
skondensowanymi lub pofragmentowanymi jadrami uznano za apoptotyczne. Liczono komorki
apoptotyczne oraz wszystkie komorki znajdujace si¢ w czterech polach widzenia w hodowlach
z wybranymi stezeniami BP-2, rozpuszczalnikiem lub staurosporyng z trzech niezaleznych
doswiadczen. Wyniki przedstawiono jako procent komorek apoptotycznych w stosunku do

catkowitej liczby komorek policzonych z 10 pol widzenia (min. 750 komorek).

3.3 Badania ex-vivo

3.3.1 Zwierzeta

Eksperymenty zostaly przeprowadzone na samcach szczuréw rasy Wistar o masie
250-280g pochodzacych z hodowli Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM. W trakcie hodowli
oraz trwania eksperymentu zwierz¢ta przebywatly w plastikowych klatkach zaopatrzonych
w $ciotke, po 5 szczuréw na klatke. Po podaniu masci zwierzeta przez godzing przebywaty

pojedynczo w Klatkach bez $ciotki. Zwierzgta byly hodowane w naturalnym cyklu dnia i nocy,
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W temperaturze 22 + 2°C, ze statym dostepem do pozywienia (standardowa granulowana
karma) 1 wody. Wszystkie procedury zostaty przeprowadzone za zgoda I Lokalnej Komisji

Etycznej ds. doswiadczen na zwierzetach (nr 135/2014 oraz 10/2017).

3.3.1.1 Schemat podawania

Szczury podzielono losowo na dwie grupy po dziesie¢ zwierzat w kazdej, pierwsza
grupa otrzymala mas¢ z benzofenonem-2, natomiast druga grupa dostawata masé
z rozpuszczalnikiem. Przed rozpoczeciem eksperymentu zwierzeta byly oswajane z badaczem
przez codzienne branie do r¢ki (handling). W pierwszym dniu eksperymentu, siers¢ pomiedzy
karkiem a topatkami zostata ogolona. Procedure powtarzano w trakcie eksperymentu, gdy tylko
siers¢ zaczgta ponownie si¢ pojawiaé.

W celu wykonania masci, benzofenon-2 zwilzano matg ilosciag etanolu i rozpuszczano
w oliwie. Nastepnie dodawano do podtoza Hascobase (Hasco-Lek, Polska) i wykonano mas¢
przy zastosowaniu unguatora (GAKO 2100). Mas¢ naktadano w dawce 100 mg/kg, dwa razy
dziennie (8:00 i 17:00) przez okres 4 tygodni. Zwierzetom kontrolnym podawano Hascobaze
Z odpowiednig iloscig etanolu i oliwy. Przed kazdym natozeniem masci skor¢ oczyszczano
gazikiem zwilzonym wodg destylowang. Nastepnie mas¢ delikatnie naktadano i rozprowadzano
cienko na ogolonej skorze. Mas¢ ciala rejestrowano co tydzien i w dniu dekapitacji.
Natychmiast po dekapitacji wyizolowano organy: mozg (wyodrgbniono struktury), grasice,
sledziong, watrobe, tkanke thuszczowa oraz jadra wraz z najadrzami. Jedno z jader zamrazano
w ciektym azocie i sproszkowano, natomiast z najadrza drugiego jadra pobrano plemniki.
Struktury mézgu, watrobe 1 tkanke thuszczowa zamrazano bezposrednio po izolacji a narzady
limfatyczne (Sledzion¢ 1 grasic¢) wazono 1 zakladano z nich hodowle. Krew pobierano do
probowek zawierajacych heparyng 1 odwirowywano przy 1000 x g, w temperaturze 4°C przez

15 minut. Pozyskane osocze oraz organy zamrazano i przechowywano w temperaturze -80°C.

3.3.2 Oznaczenia hematologiczne

Dzien przed dekapitacja pobierano krew z ogona do probowek zawierajacych heparyng.
Natychmiast po zebraniu probki krwi petnej przeprowadzano analiz¢ hematologiczng. Liczbe
krwinek czerwonych (RBC), hematokryt (HCT), §rednig objgtos¢ krwinek (MCV), stezenie
hemoglobiny (HGB), $rednie stezenie hemoglobiny w krwince (MCHC), $rednig masg
hemoglobiny (MCH) oraz liczbe leukocytow (WBC) 1 liczbg ptytek krwi (PLT) okreslano za
pomoca analizatora COBAS MICROS (Roche, Palo Alto, CA, USA).
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3.3.3 Oznaczenie poziomu BP-2 — Analiza LC / MS

3.3.3.1 Odczynniki

Jako standard wewngtrzny (IS) zastosowano metanolowy roztwor zawierajacy
deuterowa pochodng benzofenonu - benzofenon-d10 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, CAS
nr 2583) o stezeniu 25 pg/ml. Wszystkie roztwory wzorcowe przechowywano w ciemnosci

w temperaturze -20°C.

3.3.3.2 Przygotowanie probki

Zamrozone tkanki odwazano, nastepnie zostaty rozmrozone w temperaturze pokojowej
i zhomogenizowane w wodzie w proporcji 10 mg tkanki (watroba, tkanka ttuszczowa) lub
20 mg tkanki (kora czotowa, hipokamp, mézdzek) na 200 pl wody. Osocze zmieszano z wodg
w stosunku 1:1. Do probek homogenatu lub rozcienczonego osocza (200 pl) dodawano po 2 pl
wzorca wewngtrznego oraz 200 pl wody. Nastepnie dodano 1,5ml mieszaniny heptanu i octanu
etylu (1:1, v/v). Tak przygotowane probki wytrzasano przez 10 minut a nastgpnie wirowano
przez 10 minut przy 4000 x g. Po zwirowaniu zebrano warstwe organiczng i odparowano do
sucha w strumieniu azotu w 37°C. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w 100 pl metanolu
i poddano analizie chromatograficznej. Dodatkowo, w celu oceny poziomu catkowitego BP-2
(zwigzek macierzysty 1 jego metabolity - glukuronian i siarczan) probki poddano trawieniu
enzymatycznemu. W tym celu watrob¢ zhomogenizowano w 1 M buforze octanu amonu,
pH 5,0 w proporcji 10 mg tkanki na 200 pl buforu. Osocze zmieszano z buforem 1 M octanu
amonu w stosunku 1:1. Bezpos$rednio przed inkubacja do wszystkich probek dodano po 10 pl
$wiezo przygotowanych mieszanin enzymow (20 v/v% B-glukuronidazy i 20 v/v% sulfatazy
rozpuszczonych w 1M buforze octanu amonu, pH 5,0) do 200 pl homogenatu. Probki
zmieszano 1 inkubowano przez 6 godzin w tazni wodnej. Reakcja enzymatyczna zostala

zakonczona przez zamrozenie w -80°C.

3.3.3.3 Analiza metodg chromatografii cieczowej / spektrometrii mas

Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono w uktadzie HPLC, seria Agilent 1100
(Agilent, Waldbronn, Niemcy), wyposazony w odgazowywacz, binarng pompe¢ oraz
autosampler. Do analizy wykorzystano kolumne Xterra RP18 (Waters) (100mm x 3,0mm ID,
wielko$¢ czastek 3,5 um). Kolumna bylta termostatowana w temperaturze 30°C. Faza ruchoma
sktadata si¢ z 0,25% lodowatego kwasu octowego w wodzie (B) 1 metanolu (A). Rozdziat

chromatograficzny uzyskano stosujgc nastepujacy program gradientowy: 0-1,5min, gradient
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izokratyczny 40,0% (A); 1,5-2,5min, gradient liniowy 40,0-95,0% (A); 2,50-6,50min, gradient
izokratyczny 95,0% (A); 6,5-8,0 minut, gradient liniowy 95,0-40,0% (A); 8,0-10,0min, gradient
izokratyczny 40,0% (A). Szybko$¢ przeptywu wynosita 0,4ml/min; objgto$¢ nastrzyku
wynosita 40 ul. Zastosowano detektor masowy API 2000 (Applied Biosystems MDS Sciex;
Concord, Ontario, Canada) z jonizacjg probek metodg rozpylania (ESI). Analiza byla
prowadzona z wykorzystaniem jonizacji dodatniej. Parametry zrodta jonow byly nastepujace:
napigcie zrodta jondw (IS): 5000 V; gaz rozpylajacy (gaz 1): 20psi; gaz turbo (gaz 2): 10psi;
temperatura zrodta jonéw (TEM): 250 °C; gaz ostonowy (CUR): 20 psi. Jako zastong 1 gaz
kolizyjny zastosowano azot (99,9%) z piku NM20ZA.. Parametry detektora dla BP-2 i BP-d10
byty nastgpujace: potencjat rozproszenia (DP): 8 V; potencjal ogniskowania (FP): 380 V;
potencjat wejsciowy (EP): 10 V; potencjal wejSciowy komorki kolizyjnej (CEP): 13 V;
potencjat wyjscia komorki kolizji (CXP): odpowiednio 18 V. Analiz¢ ilosciowa wykonano
w trybie MRM (monitorowanie wybranych reakcji). Monitorowano nast¢pujace pary jonow
0 nastepujacych wartosciachm/z: 247,0/137,1 dlaBP-21193,0/110,0 dla BP-d10. Uzyskane
chromatogramy opracowano przy uzyciu programu Analyst 1.6 (Perlan Technologies)
(Rycina 1). Stezenia BP-2 w badanych tkankach obliczono za pomoca krzywej kalibracji,

wykonanej z materialu biologicznego nie poddanego eksperymentowi.
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Rycina 1. Reprezentatywne chromatogramy: wybranego, przyktadowego stezenia BP-2 (A);
zawartosci BP-2 w surowicy szczurow traktowanych benzofenonem-2 bez (B) i po (C)
hydrolizie enzymatycznej oraz zawartosci BP-2 w waqtrobie bez (D) i po (E) hydrolizie
enzymatyczne;j.

3.3.4 Oznaczenie poziomu hormon6éw we krwi i testosteronu calkowitego w jadrach
3.3.4.1 Przygotowanie tkanek do oznaczen

Do oznaczenia wykorzystano osocze (plazme¢). Krew pobrano do probowek
zawierajgcych heparyne, wirowano przez 15 minut w 1000 x g w temperaturze 4°C a uzyskane

osocze podzielono i przechowywano w temp -80°C.

Do oznaczenia poziomu testosteronu catkowitego w jadrach wykorzystano nadsacz,
przygotowany wedlug dolgczonych do zestawu instrukcji producenta. 100 mg tkanki
homogenizowano w 1 ml PBS 1X i przechowywano przez cala noc w temperaturze -20°C.
W celu uszkodzenia bton komorkowych przeprowadzono 2 cykle zamrazania 1 odmrazania,
a nastepnie homogenaty wirowano przez 5 min. w 5000 x g w temp. 2°C. Nadsgcze zostaly

podzielone do kilku probéwek i przechowywane w temperaturze -80°C.
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3.3.4.2 Metoda ELISA kompetycyjna
Zasada oznaczenia:

Stezenia wybranych hormonéw byly oznaczone metodg ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Test immunoenzymatyczny zostal przeprowadzony w 96-dotkowych

ptytkach zgodnie z instrukcja producenta. Zasada metody zostata przedstawiona na Rycinie 2.

Wykonanie Do kazdej studzienki optaszczonej przeciwcialem przeciwko wybranemu
hormonowi dodawano 25 pl osocza / wzorca / kontroli, a nastepnie dodano po 200 ul hormonu
znakowanego peroksydaza chrzanowa. Po 2 godzinnej inkubacji w ciemno$ci, wyptukano
nadmiar hormonu znakowanego peroksydaza chrzanowa. Dodano roztwor 100 ul TMB
i inkubowano przez 30 minut. Reakcj¢ katalizowang przez HRP zatrzymano poprzez dodanie
100 pl roztworu HCI. Poziom hormonu jest odwrotnie proporcjonalny do uzyskanego
zabarwienia. Absorbancje¢ mierzono przy dtugosci fali 450 nm i fali referencyjnej 620 nm.
Wiyniki zostaty obliczone wedlug krzywej wzorcowej 4-parametrowej logistycznej (4-PL).
Poziom badanych hormonoéw byt oznaczony w podwojnych powtorzeniach. Intensywnosé
uzyskanej reakcji barwnej byta odwrotnie proporcjonalna do stezenia badanego hormonu

Zzawartego w 0S0Czu.

Pomiar st¢zenia testosteronu catkowitego oraz frakceji wolnej, progesteronu, prolaktyny,
hormonu luteinizujgcego, 17p-estradiolu oraz hormonow tarczycy (fT3 i fT4) przeprowadzono

zgodnie z procedurg przedstawiong na Rycinie 3.
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Rycina 2. Zasada oznaczenia metodq ELISA kompetycyjng: 1- studzienki oplaszczone
przeciwciatami (Ab) przeciwko wybranemu antygenowi (Ag), 2- dodanie osocza zawierajgcego
Ag oraz dodanie wystandaryzowanego antygenu sprzezonego z peroksydazq chrzanowg (Ag-
HRP), 3- dodanie substratu czyli 3,3',5,5'-Tetrametylobenzydyny (TMB), 4- dodanie
odczynnika zatrzymujgcego reakcje

Do ptytki pokrytej przeciwciatem dodawano:

S0 kontroli / standardu | badane] surowicy

!

200yl antygenu (hormonu) znakowanego HRP

!

Inkubowano 120 minut w 37°C

=

Przemyto 3x kaidy dolek

!

100ul roztwory TMEB

!

Inkubowane 15 minut w 37°C w ciemnosci

{

Dodano 100yl roztworu HCI
Odezyt absorbanc)l przy dlugescl fall 450nm

Rycina 3. Procedura wykonania oznaczenia stezenia hormonéw metodg ELISA kompetycyjng

Z zastosowaniem dostepnych komercyjnie zestawow odczynnikow firmy Cusabio.

45



3.3.4.2.1 Oznaczenie poziomu testosteronu w surowicy

Pomiar stezenia testosteronu catkowitego w 0soczu krwi oraz nadsaczu uzyskanym
Z jader zostat przeprowadzony z wykorzystaniem zestawu odczynnikow firmy Cusabio (CSB-
E05100r). Czulo$¢ testu wynosita 0,06 ng/ml, wewnatrzseryjny oraz zewnatrzseryjny
wspotczynnik zmienno$ci wynosit mniej niz 15%, a zastosowane przeciwciato nie wykazywato
istotnych reakcji krzyzowych ze zwigzkami pokrewnymi. Wszystkie etapy oznaczenia
przeprowadzono zgodnie z procedurg przedstawiong na Rycinie 3. Krzywa wzorcowa zostata

przygotowana od 0.13 do 25,6 ng/ml.
3.3.4.2.2 Oznaczenie poziomu testosteronu — frakcji wolnej

Poziom frakcji wolnej testosteronu zostat oznaczony metoda ELISA kompetycyjng przy
zastosowaniu zestawu odczynnikow firmy Cusabio (CSB-E05097r). Czuto$¢ testu wynosita
0,15 pg/ml, wewnatrzseryjny oraz zewnatrzseryjny wspotczynnik zmiennos$ci wynosity mniej
niz 15%, a zastosowane przeciwcialo nie wykazywalo istotnych reakcji krzyzowych ze
zwigzkami pokrewnymi. Oznaczenie oraz obliczenia zostaly przeprowadzono w sposob
analogiczny do oznaczenia frakcji calkowitej testosteronu, postepujac zgodnie z procedurg
przedstawiong na Rycinie 3. Krzywa wzorcowa zostala przygotowana z dotagczonych do

zestawu standardéw w zakresie od 0.3 do 60 pg/ml.
3.3.4.2.3 Oznaczenie poziomu progesteronu w 0soczu

W celu oznaczenia poziomu progesteronu w osoczu metoda ELISA kompetycyjna
wykorzystano zestaw odczynnikow zakupiony w  firmie Cusabio (CSB-E07282r)
I postepowano zgodnie z procedurg przedstawiong na Rycinie 3. Zastosowany test
charakteryzowat si¢: czuto$¢ testu wynosita 0,2 ng/ml, wewnatrzseryjny oraz zewnatrzseryjny
wspotczynnik zmienno$ci wynosity mniej niz 15%, a zastosowane przeciwcialo nie
wykazywato istotnych reakcji krzyzowych ze zwigzkami pokrewnymi. Zakres stezen

progesteronu, ktore mogg by¢ oznaczane wybranym testem wynosit 0,5-30 ng/ml.
3.3.4.2.4 Poziom prolaktyny w osoczu krwi

Poziom prolaktyny zostal oznaczony w osoczu krwi metoda ELISA kompetycyjna
Z wykorzystaniem dostgpnego komercyjnie zestawu odczynnikéw firmy Cusabio (CSB-
E06881r). Czulos¢ testu wynosita 0,125 ng/ml, wewnatrzseryjny oraz zewnatrzseryjny
wspolczynnik zmiennosci wynosity mniej niz 15%, a zastosowane przeciwcialo nie

wykazywato istotnych reakcji krzyzowych ze zwigzkami pokrewnymi. W celu okre$lenia
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poziomu PRL postepowano zgodnie z wytycznymi producenta, co zostato przedstawione na

Rycinie 3. Krzywa wzorcowa byla przygotowana w zakresie stezen 0,125 - 50 ng/ml.
3.3.4.2.5 Poziom hormonu luteinizujacego (LH)

W osoczu krwi oznaczono stezenie hormonu luteinizujacego stosujac zestaw
odczynnikow zakupiony w firmie Cusabio (CSB-E12654r) i postepujac zgodnie procedurg
przedstawiong na Rycinie 3. Zakres oznaczenia hormonu luteinizujgcego wynosit 0,3-
60 mlU/ml, natomiast krzywa wzorcowa zostala przygotowana od 0 do 60 mlU/ml. Czutos¢
zastosowanego testu wynosita 0,15 mlU/ml, wewnatrzseryjny oraz zewnatrzseryjny
wspoOtczynnik zmiennosci wynosity mniej niz CV<15%, a zastosowane przeciwcialo nie

wykazywalo istotnych reakcji krzyzowych ze zwigzkami pokrewnymi.
3.3.4.2.6 Oznaczenie 17p-estradiolu

Poziom 17pB-estradiol oznaczono testem ELISA kompetycyjnym przy zastosowaniu
komercyjnego zestawu odczynnikow firmy Abcam (ab108667) zgodnie z dotaczong instrukcja.
Zasada oznaczenia zostata przedstawiona na Rycinie 2. Czuto$¢ testu wynosita 8.68 pg/mL,
wewnatrzseryjny wspolczynnik zmiennosci wynosit mniej niz 9%, a zewnatrzseryjny
wspotczynnik zmienno$ci wynosit mniej niz 10%. Zastosowano przeciwcialo wykazujace
nastepujace reakcje krzyzowe: z estronem - 2.0%; z estriolem - 0.39%; z testosteronem - 0.02
%; z kortyzolem 7 x 10 %; z progesteronem 3 x 10%% a z dehydroepiandrosteronem
1 x 10%%.

3.3.4.2.7 Stezenia fT3 i fT4 w osoczu

Stezenie fT3 i fT4 okreslono odpowiednio za pomocg zestawu FT3 (DCM037-10) lub
FT4 (DCMO038-11) ELISA (DiaMetra, Wlochy). Podstawg oznaczenia byt test ELISA
wykonany w 96-dotkowych ptytkach zgodnie z zasada przedstawiong na Rycinie 2. Krzywa

kalibracyjng przygotowano w nastgpujacym zakresie: dla fT3 od O do 18 pg/ml oraz dla fT4
od 0 do 7 ng/dL.
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Tabela I Charakterystyka testow dla hormonow tarczycy.

fT3 fT4
czulos¢ testu 0.05 pg/mL 0.05 ng/dL
wspotczynnik <4.94% <10.98%
wewnatrzseryjny (CV%)
wspotczynnik <13.19% <10.81%
zewnatrzseryjny (CV%)
Reakcje krzyzowe Tyroksyna (0,0002 %) Trojjodotyronina (0,03 %)

3.3.4.3 Metoda bezposrednia ELISA
3.3.4.3.1 Stezenie tyreotropiny (TSH) w osoczu

Stezenie tyreotropiny (TSH) oznaczano w osoczu krwi testem immunoenzymatycznym

(ELISA) zakupionym w firmie Demeditec (DEV9977), Niemcy.

Wykonanie: Do kazdego dotka optaszczonego przeciwciatami przeciwko TSH dodano wzorce,
surowice¢ pozbawiong hormondéw (kontrola) lub probki. Nastepnie dodano przeciwciato
przeciwko TSH znakowane HRP 1 inkubowano przez 24 godziny. Po wyplukaniu nadmiaru
przeciwcial znakowanych HRP dodano TMB i inkubowano przez 30 minut. Reakcje
zatrzymano poprzez dodanie roztworu HCI. Intensywno$¢ zabarwienia byla wprost
proporcjonalna do st¢zenia szczurzego TSH obecnego w probee. Stezenie TSH w probkach
obliczano z krzywej kalibracyjnej (2,5-40 ng/ml ). Czulo$¢ zastosowanego testu wynosita
0,081ng/ml, wewnatrzseryjny wspotczynnik zmienno$ci wynosit mniej niz  3,4%,
a zewnatrzseryjny wspotczynnik zmiennosci wynosit mniej niz 8,8%. Zastosowane

przeciwcialo wykazywato reakcje krzyzowe z hormonami: LH - 2,8% oraz FSH - 0,3%.

3.3.5 Wplyw BP-2 na uklad immunologiczny

3.3.5.1 Hodowla splenocytow i tymocytow

Natychmiast po dekapitacji wyizolowano i1 zwazono grasice oraz $ledziong. Wzgledna
masa $ledziony i grasicy zostata obliczona wedtug nastgpujacego wzoru: masa organu / masa
ciata x 100. Nastepnie w celu wyizolowania komorek do hodowli §ledziong 1 grasice delikatnie

homogenizowano w szklanym homogenizatorze. Uzyskane komorki zawieszano w pozywce
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RPMI-1640 (Sigma, USA), a nast¢gpnie wirowano przy 500 x g przez 5min w temperaturze
pokojowej. Osad komorek ponownie zawieszono w tej samej pozywce, z dodatkiem
antybiotykow (50 mg/ml penicyliny, 50 mg/ml streptomycyny), 10% ptodowej surowicy
bydlecej i 2 mM L-glutaminy (wszystkie te odczynniki zakupiono w firmie Sigma, USA).
Nastepnie komorki (2 X 108 komoérek / ml) wysiewano na 96 dotkowe ptytki w objetosci 200 ul
na studzienke¢ i hodowano w standardowych warunkach (37°C; 5% CO2; 95% wilgotnosci).

3.3.5.2 Oznaczanie aktywnosci proliferacyjnej splenocytéw

Komoérki (2 x 108 komoérek / ml) stymulowano konkanawalina A (Kon A, Sigma, USA)
w stezeniu 1,25 12,5 ug/ ml lub lipopolisacharydem (5,0 pg/ml) uzyskanym z Escherichia coli,
serotyp 026: B6, (LPS, Sigma, USA). Komorki w koncowej objetosci 0,2ml inkubowano na
96-studzienkowych ptytkach w temperaturze 37°C przez 72 godziny. Proliferacje komoérek
okreslono przez dodanie 10 pl (0,5 puCi) [3H] -tymidyny na studzienk¢ (ICN Pharmaceuticals,
USA; SpA 6,7 Ci / mmol) 16 godzin przed koncem inkubacji. Komorki zebrano za pomoca
automatycznego urzadzenia do zbierania komorek (Scatron, Norwegia). Radioaktywna [3H] -
tymidyne liczono w liczniku scyntylacyjnym (Beckman LS 6500). Wyniki poréwnano do
aktywnosci proliferacyjnej splenocytéw, inkubowanych bez mitogenu (100%) i przedstawiano

jako procent kontroli = SEM.

3.3.5.3 Test redukcji MTT

Oznaczenie redukcji bromku 3- (4,5 — dimetylo — 2 - tiazolilo) - 2,5 — difenylo - 2H -
tetrazoliowego (MTT) jest szeroko stosowane do okreslania aktywno$ci metabolicznej

komorek.

Test MTT przeprowadzono na nie stymulowanej hodowli tymocytow, pozyskanych od
zwierzat, a nastgpnie poddanych 24 godzinnej inkubacji. Do 100 pl zawiesiny tymocytow
(2 x 10° komoérek na ml) dodano 10 pl 0,5% roztworu MTT (Sigma Chem., St Louis, M1, USA)
w PBS 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 1,5 godziny. Nastepnie powstate krysztaly
formazanu rozpuszczono w 100 pl 2-propanolu (POCh, Polska) zakwaszonego 0,1 mol /| HCL
(POCh, Polska). Absorbancj¢ zmierzono przy dtugosci fali 570 nm stosujac detektor Infinite
2000 PRO (TECAN, Szwajcaria). Wyniki przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100%
przyjeto  zywotno$¢ komoérek pochodzacych od zwierzat otrzymujacych mas¢

z rozpuszczalnikiem.
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3.3.5.4 Aktywno$¢ metaboliczna splenocytow i tymocytow

Aktywno$¢ metaboliczng splenocytow 1 tymocytow okre§lono za pomocag testu
resazuryny, jak opisano przez Roman i wsp., 2009. Po 24-godzinnej inkubacji nie
stymulowanych hodowli (2 x 10° komorek / ml), do kazdej studzienki dodano 10 pl roztworu
resazuryny (Sigma, USA; 0,44 mM w PBS), nastepnie komorki inkubowano przez 4 godziny.
Absorbancje zmierzono przy dlugosci fali 570 nm oraz przy referencyjnej dhugosci fali 600 nm
stosujac detektor Infinite 2000 PRO (TECAN, Szwajcaria). Wyniki przedstawiono jako %
kontroli. Grupe poréwnawcza (100%) stanowita aktywno$¢ metaboliczna splenocytow lub

tymocytéw pochodzacych od zwierzat otrzymujgcych masé z rozpuszczalnikiem.

3.3.5.5 Uwalnianie tlenku azotu (NO) z tymocytoéw i splenocytow

Uwalnianie tlenku azotu z komoérek do pozywki hodowlanej mierzono za pomoca
reakcji Griessa. Test przeprowadzono po 24 godzinach od wyizolowania komorek z tymocytow
/ splenocytow (nie stymulowana hodowla). W celu wykonania oznaczenia pobierano 50 pl
pozywki hodowlanej i przenoszono do 96-studzienkowych ptytek w trzech powtdrzeniach. Do
kazdej studzienki dodano réwnag objetos¢ odczynnika Griessa A (1% sulfanilamidu w 5%
kwasie fosforowym) i odczynnika Griessa B (0,1%, dichlorowodorku N - (1-naftylu) -
etylenodiaminy). Inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Absorbancje
zmierzono przy dtugosci fali 540 nm w czytniku ptytek Multiscan (detektor Infinite 2000 PRO,
TECAN, Szwajcaria). Dane znormalizowano do ilosci NO uwalnianej przez komorki
wyizolowane z organéw pochodzacych od grupy kontrolnej zwierzat (100%) i wyrazono jako

procent kontroli + SEM.

3.3.5.6 Oznaczenie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej

Toksyczne dziatanie BP-2 na splenocyty i tymocyty oznaczano poprzez oceng
aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) uwalnianej z uszkodzonych komoérek do
pozywki hodowlanej. Aktywno$¢ LDH badano przy uzyciu metody kolorymetrycznej
(Cytotoxicity Detection Kit, Roche, Niemcy), ktdrg przeprowadzono po 24 godzinach inkubacji
nie stymulowanych hodowli. W celu wykonania oznaczenia 50 pl pozywki hodowlanej
przeniesiono do 96-studzienkowych ptytek w trzech powtorzeniach i inkubowano
z odpowiednig mieszaning odczynnikow w temperaturze pokojowej przez 20 min zgodnie
Z dotagczonymi instrukcjami. Test oparty jest na reakcji kwasu pirogronowego

z 2,4-dinitrofenylohydrazyng, w wyniku ktorej powstaje barwny formazan, ktérego ilos¢ jest
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proporcjonalna do aktywnosci LDH w préobce. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali
492 nm, stosujac Infinite 2000 PRO (TECAN, Szwajcaria). Dane znormalizowano do ilosci
LDH uwolnionej z hodowli komérek pozyskanych od zwierzat kontrolnych (100%) i wyrazono
jako procent kontroli = SEM.

3.3.6 Okreslenie wplywu BP-2 na markery stresu oksydacyjnego i procesu apoptozy
W strukturach mozgu

3.3.6.1 Markery stresu oksydacyjnego w korze czolowej i hipokampie
3.3.6.1.1 Okreslenie poziomu reaktywnych form tlenu (ROS)

W badaniu poziomu reaktywnych form tlenu wykorzystano barwnik fluorescencyjny
DCFH-DA (dioctan 2°,7’- dichlorodihydrofluorescyny ), ktory w wyniku dziatania esteraz
komoérkowych — zostaje  deacetylowany do niefluorescencyjnego zwigzku (2°,7°-
dichlorofluorescyna - DCFH). Pod wptywem dziatania reaktywnych form tlenu wytworzonych
w badanej tkance DCFH jest utleniany do 2 ', 7'-dichlorofluoresceiny (DCF).

Badane tkanki (kora czotowa, hipokamp) homogenizowano w lodowatym 0,1 M
buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4). Homogenaty wirowano przy 13 000 rpm/min przez
20 min w 4°C. Nastgpnie oznaczano poziom biatka w uzyskanych 10% nadsaczach. W celu
okreslenia wptywu BP-2 na wytwarzanie reaktywnych form tlenu, 10 pl nadsaczu przeniesiono
do czarnych 96-dotkowych ptytek. Kolejno dodano 135 ul roztworu PBS o stezeniu 75 mM
oraz 5 pl roztworu ImM dioctanu 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA), po czym
inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut. Nastgpnie probki chtodzono na tazni
lodowej przez 15 minut i fluorescencj¢ DCF zmierzono stosujac fluorescencyjny czytnik ptytek
(Fluoroskan Ascent FL, Thermo Labsystems) przy Ex/Em 485/538 nm. Wytwarzanie ROS
w probkach obliczano z krzywej wzorcowej (0,01-1000 nM) i wyrazano w nmol ROS na mg
biatka.
3.3.6.1.2 Calkowita aktywnos$¢ antyoksydacyjna (TAC)

Analiz¢ calkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej (TAC) przeprowadzono
W homogenatach wybranych struktur moézgu (kora czotowa, hipokamp) zgodnie ze
zmodyfikowang metoda Benzie i Strain (1996) dostosowang do analizy tkanki mozgowe;.
Podstawa oznaczenia jest zdolno$¢ antyoksydantow znajdujacych si¢ w badanej tkance do
redukcji jonéw Fe3* do Fe?*. W kwasnym érodowisku (pH = 3,5) jony zelaza (II) tworza barwny
kompleks z 2,4,6-tripirydylo-S-triazyna (TPTZ), ktéry wykazuje maksimum absorbancji przy
dhugosci fali 573 nm.
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W celu wykonania oznaczenia wybrane struktury mozgu zostalty poddane
homogenizacji w mechanicznym homogenizatorze Ultra-Turrax, w 50 mM buforze
fosforanowym z 0.05mM EDTA o pH = 7.4 na lodzie. Nastgpnie 10% homogenaty byty
wirowane w temperaturze 4°C, 20 min, 12 000 x g. W uzyskanych nadsgczach oznaczono
poziom biatka. Analiza TAC zostata przeprowadzona w 96-dotkowych ptytkach. Do kazdego
dotka odmierzano po 10 pl nadsaczu (w trzech powtoérzeniach), a nastgpnie dodawano
mieszaning reakcyjng (250 ul) ztozong z: 10 obj. 0.3 M buforu octanowego o pH = 3.6, 1 ob;.
10 mM roztworu TPTZ w 40 mM HCl oraz 1 obj. 20 mM roztworu FeCls - 6H20. Przygotowane
ptytki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 min. Absorbancj¢ mierzono przy
dhugosci fali 573 nm za pomoca wielofunkcyjnego czytnika ptytek TECAN Infinite M200 PRO.
Calkowitg aktywnos$¢ antyoksydacyjng probek obliczono z krzywej standardowej (100-
1000 uM) i wyrazono jako umol Fe (II) na mg biatka.
3.3.6.1.3 Poziom peroksydacji lipidow (MDA)

Poziom peroksydacji lipidow oznaczono z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego
zestawu odczynnikow z firmy BioVision (BioVision Inc.,USA). Oznaczenie jest oparte na
reakcji glownego produktu peroksydacji lipidow - malonylodiladehydu (MDA) z kwasem
tiobarbiturowym (TBA) w temperaturze 95°C przez 60 min. W niniejszej metodzie okreslono
poziomu powstatego adduktu MDA-TBA metoda fluorometryczng (Ex / Em = 532/553).
W celu wykonania oznaczenia wybrane struktury mozgu (kora czotowa, hipokamp)
homogenizowano w buforze lizujacym w proporcji 10 mg tkanki / 300 pl buforu. Uzyskane
roztwory zawierajgce struktury komorkowe wirowano w 13 000 x g przez 10 min. Uzyskane
nadsacze (200 ul) przenoszono do probowek z zamknigciem, dodawano 600 pl wczesniej
przygotowanego odczynnika TBA i mieszano. Mieszaning gotowano w temperaturze 95°C
przez 60 minut, nastgpnie schtadzano na lodzie do temperatury pokojowej. Przenoszono po
200 pl mieszaniny na 96-dotkowa ptytke (w 3 potwdrzeniach) i mierzono fluorescencje
w czytniku fluorescencyjnym (Fluoroskan Ascent FL, Thermo Labsystems). Peroksydacje
lipidow w probkach obliczono na podstawie krzywej wzorcowej ( 0 - 5 nmol) i wyrazano
w nmol MDA / mg biatka.
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3.3.6.2 Markery apoptozy oznaczane metoda Western Blot

3.3.6.2.1 Przygotowanie probek

Kora czotowa i hipokamp

Poziom marker6w procesu apoptozy (aktywna forma kapazy-3, biatko proapoptotyczne
— Bax i antyapoptotyczne — Bcl-2) oznaczono w tkance moézgowej metoda Western Blot.
Wybrane struktury mozgu: kora czotowa i hipokamp homogenizowano na lodzie w 2% SDS
zawierajagcym 1 mM PMSF, 1 mM Na2VO4, 20 mM NaF oraz mieszaning inhibitorow fosfataz
I proteaz (Sigma Aldrich St. Louis, USA) przy uzyciu homogenizatora mechanicznego Ultra-
Turrax. Homogenaty denaturowano przez 10 minut w temperaturze 95°C, a nastepnie
wirowano (12 000 x g, 10 minut, temperatura 4°C). Dziesi¢¢ mikrolitréw nadsaczu uzyto do
oznaczenia biatka 1 po doprowadzeniu do odpowiedniego stezenia biatka, roztwory mieszano
z buforem obcigzajacym (zawierajacym 10% 2-merkaptoetanolu) w stosunku 1: 1 i ogrzewano

w temperaturze 95°C przez 10 minut. Probki przechowywano w temperaturze -80°C.
3.3.6.2.2 Analiza ekspresji bialek metoda Western Blot

Badane probki zawierajace 30 pg biatka w 10 pl naktadano na poliakrylamidowe zele
gradientowe 4-15% (BioRad, USA). Elektroforez¢ prowadzono przez 45 minut przy napieciu
180 V. Przy uzyciu Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad, USA) przeprowadzono szybki
transfer potsuchy (12 minut, 25V, 2A) biatek na membrang z polifluorku winylidenu (PVDF).
Uzyskane membrany plukano dwukrotnie w wodnym roztworze TBS (roztwodr soli
fizjologicznej buforowanej Trisem (tris-(hydroksymetylo)-aminometan) (Sigma Aldrich,
USA); pH 7,4). Nastgpnie poddano je godzinnemu blokowaniu przez inkubacje w 5%
roztworze surowicy bydlecej (Bio-Shop, Kanada) w TBST (TBS z dodatkiem Tweenu 20, Bio-
Shop, Kanada). Tak przygotowane membrany inkubowano przez 16 godzin w temperaturze
4°C z I-rzgdowymi przeciwciatami rozpuszczonymi w 1% roztworze surowicy bydlgcej

w TBST.

W celu usuni¢cia nadmiaru niezwigzanych przeciwciat I-rzegdowych membrany ptukano
cztery razy roztworem TBST (kazdorazowo po 10 minut). Nastepnie inkubowano membrany
zZ ll-rzedowym przeciwciatlem sprz¢zonym z peroksydaza chrzanowa: kozimi anty-kroliczymi
(1:10000; Abcam, ab6721, UK ) lub kozimi anty-mysimi (1:7500; sc-2005 Santa Cruz
Biotechnology, USA) w zaleznosci od zastosowanych przeciwciat I-rzedowych. Przeciwciata

Il-rzedowe byly rozpuszczane w 1% roztworze BSA w TBST w temperaturze pokojowe;.
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Po godzinie inkubacji membrany ptukano pigciokrotnie (kazdorazowo po 5 minut) w TBST
I wywotano przy uzyciu odczynnika WesternBright Quantum HRP substrate (Advansta Inc.,
USA). Do odczytu uzyto kamery G:Box (Syngene, Cambridge, UK) oraz oprogramowania
GenSys (Syngene, Cambridge, UK). Otrzymane wyniki analizowano za pomocg programu

GeneTools (v. 4.03, Syngene, Cambridge, UK) i przedstawiono jako % kontroli.

Tabela Il Przeciwciata I-rzedowe zastosowane w analizie markerow procesu apoptozy metodqg

Western Blot

Nazwa Rozcienczenie Producent

Anty-aktywna postaé kaspazy-3, przeciwciata | 1:700 SCB, sc-7148

krolicze poliklonalne;

Anty-Bcl-2, przeciwciata mysie monoklonalne; 1:500 SCB, sc-7382
Anty-Bax, przeciwciatla mysie monoklonalne; 1:500 SCB, sc-7480
3.3.6.2.3 Standaryzacja

W celu przeprowadzenia normalizacji metody Western Blot zastosowano zestaw
odczynnikow ,,Total Protein Staining” (Pierce™ Reversible Protein Stain Kit for PVDF
Membranes, Thermo Fisher Scientific, USA). Metoda ta umozliwia okreslenie catkowitej ilo$ci
biatka przeniesionego z zelu na membrang. Obliczenia polegajg na porownaniu intensywnosci
prazkéw badanego biatka do zabarwienia wszystkich biatek $ciezki. Wybrano ta metode
normalizacji, poniewaz nie dochodzi w niej do wysycenia sygnatu w poréwnaniu do metod
Z zastosowaniem tzw. biatek referencyjnych jak np. P-aktyna. Wszystkie etapy zostaty

wykonane zgodnie z instrukcjg wytworcy.
3.3.6.2.4 Stezenie bialtka

Poziom biatka calkowitego zawartego w nadsaczach uzyskanych z homogenatow
wybranych struktur moézgu oraz jader oznaczano metoda BCA, z uzyciem kwasu
biscinchoninowego (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, USA , kat 23225).
Podstawa oznaczenia jest reakcja redukcji jonéw Cu?* do Cul* w srodowisku zasadowym, ktore
nastepnie tacza si¢ z dwoma czgsteczkami kwasu biscinchoninowego tworzac kompleks

0 zabarwieniu purpurowym i maksymalnej absorbancji przy dlugosci fali 562 nm.
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Oznaczenia wykonywano w 96-dotkowych ptytkach. Do dotkéw dodawano
odpowiednio rozcienczone nadsgcze w objetosci 10 ul w 3 powtdrzeniach oraz 200 pl
odczynnika zawierajacego kwas biscinchoninowy oraz jony Cu?*. Po 30 minutach inkubacji
w temperaturze 37°C odczytano absorbancj¢ przy dlugosci fali 562 nm. Ilo§¢ biatka
W nadsgczach obliczano na podstawie krzywej wzorcowej uwzgledniajac warto$¢ proby slepej

oraz rozcienczenia.

3.3.7 Wplyw benzofenonu-2 na ekspresje¢ receptorow hormonow plciowych

3.3.7.1 Metoda Western Blot
3.3.7.1.1 Przygotowanie probek podwzgorza i jadra

Poziom receptorow estrogenowych o, p 1 GPR30, androgenowych oraz
progesteronowych oznaczano w  wybranych frakcjach  komoérkowych,  zgodnie
z wystepowaniem tych receptorow w komodrkach. W celu uzyskania frakcji: jadrowe;,
cytozolowej oraz blonowej zastosowano zestaw odczynnikéw ProteoExtract Subcellular

Proteome firmy Calbiochem.

Zgodnie z dotaczong procedura, w celu separacji poszczegdlnych frakcji zastosowano
kolejno bufory: dla frakcji cytozolowej (frakcja 1) bufor ekstrakcyjny I, dla frakcji btonowe;j
(frakcja 2) bufor ekstrakcyjny II, natomiast frakcje jadrowa (frakcja 3) uzyskano dzieki

zastosowaniu buforu ekstrakcyjnego I11.

500 pl zimnego buforu ekstrakcyjnego | zmieszano z 2,5 pl koktajlu inhibitoréw proteaz
i dodano mieszaning do wybranej tkanki (podwzgorze, jadra). Tkanki delikatnie rozdrabniano
w homogenizatorze teflon-szkto i inkubowano przez 10 minut w temperaturze 4°C, delikatnie
mieszajgc na wytrzgsarce. Homogenaty wirowano przez 10 minut, 750 x g, 4°C, a uzyskane
nadsacze (frakcja 1) przenoszono do czystej probowki i zamrazano w temp -80°C. Analogicznie
postepujac zgodnie z wytycznymi producenta uzyskano kolejne frakcje. Z wszystkich probek
pobrano po 10 pl nadsaczu i oznaczono poziom biatka catkowitego stosujac zestaw
odczynnikow Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA). Wszystkie
probki doprowadzono do jednakowego stezenia biatka. Do kazdej probki dodano bufor
obcigzajacy (4x) i denaturowano przez 5 minut w temperaturze 85°C (termoblok TS-100C,
BioSan). Walidacja rozdziatu frakcji polegata na oznaczeniu specyficznego markera dla frakce;ji
jadrowej (biatko HDACI, ab109411, Abcam, Wielka Brytania), btonowej (ATPaza Na+/K+;
ab76020, Abcam, Wielka Brytania) oraz cytozolowej (GAPDH).
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3.3.7.1.2 Analiza ekspresji bialek oraz standaryzacja procesu

Analize ekspresji biatek oraz standaryzacje procesu wykonano analogiczne do
wczesniej opisanej procedury przeprowadzania metody Western Blot dotyczacej ekspresji
markeroéw apoptozy. W celu oznaczenia wybranych receptorow wykorzystano specyficzne dla

danego bialka przeciwciata I — rzedowe, ktore przedstawiono w Tabeli I11.

Tabela 11l Rodzaje przeciwciat I — rzedowych uzytych do oznaczenia ekspresji biatek metodg
Western Blot.

Nazwa Rozcienczenie Producent
Anty- ER alfa — mysie | 1:400 Santa Cruz Biotechnology
monoklonalne Se.787

Anty ER beta - krdlicze | 1:1000 Abcam ab3576
poliklonalne

Anty GPR 30 - krolicze | 1:2 000 Abcam ab39742
poliklonalne

Anty AR - krolicze | 1: 1000 Abcam ab52615
monoklonalne

Anty progesteronowe - mysie | 1:1 000 Abcam ab2765
monoklonalne

3.3.7.2 Analiza RT-gPCR

3.3.7.2.1 Homogenizacja i izolacja RNA

Po dekapitacji zwierzat podwzgorza zostaly wyizolowane i umieszczone W buforze
stabilizujacym RNA (RNA latter, Ambion, USA) na 24 godziny w temperaturze 4°C, natomiast
jadra zamrazano w ciektym azocie i sproszkowano. Tkanki byty przechowywane w temp —
80°C.

Tkanki homogenizowano w TRIZOLU (TRI reagent Solution, Invitrogen, USA)

w mechanicznym homogenizatorze Ultra-Turrax. W celu izolacji oraz oczyszczenia RNA
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zastosowano komercyjne dostepny zestaw kolumn (Direct-Zol RNA MiniPrep Kit, Zymo

Research, USA) postepujac zgodnie z dotgczong instrukcja.
3.3.7.2.2 Oznaczenie stezenia RNA

Oznaczenie st¢zenia oraz czystosci RNA wykonano przy uzyciu ptytki NanoQuant
(NanoQuant Plate, Tecan, Szwajcaria). Czysty RNA posiada stosunek absorbancji mierzonej
w 260 nm oraz 280 nm migdzy 1,8 - 1,9. Jesli ta warto$¢ jest nizsza niz 1,8 to material jest
zanieczyszczony biatkami lub innymi zwigzkami. W przeprowadzonym eksperymencie
uzyskano zadawalajaca czysto$¢ oraz stgzenie RNA. Otrzymany RNA przechowywano

w temperaturze -80°C do dalszych analiz.
3.3.7.2.3 Odwrotna transkrypcja

cDNA zostalo zsyntezowane w reakcji odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu
odczynnikowego SuperScript IV VILO Master Mix zgodnie z instrukcjg producenta (Thermo
Fisher Scientific). Do syntezy uzyto 1 ug RNA.

3.3.7.2.4 Tlo$ciowa reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-gPCR)

Reakcje RT-qPCR przeprowadzono z uzyciem odczynnikow TagMan (Thermo Fisher
Scientific) i systemu 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Reakcje
prowadzono na ptytkach 96 dotkowych w objetosci koncowej 10 pl, ktora obejmowata 4,5 pl
cDNA, 5 ul TagMan Fast Advanced Master Mix oraz 0,5 pl sondy TagMan 1 zestawu primeréw
specyficznych dla oznaczanego genu: Esrl, Esr2, Gperl, Ar, Pgr, Actb (Tabela IV). Reakcje
prowadzono w trybie fast w nastepujgcym profilu termicznym: aktywacja polimerazy 95°C
przez 20 sekund oraz 45 cykli denaturacji w 95°C przez 3 sekundy 1 przytaczenie starterow

w 60°C przez 30 sekund.

Linie bazowe (baseline), linie graniczne (threshold) oraz cykl progowy (Ct, treshold
cycle) zostaly wyznaczone automatycznie z uzyciem oprogramowania 7500 Software ver. 2.3
(Applied Biosystems). Ekspresje gendw przedstawiono przy uzyciu metody poréwnawczej
obliczajac wzgledna ekspresje badanego genu wobec kontroli endogennej (2744<Y), ktora
stanowit gen Actb. Stabilno$¢ tego genu 1 uzyteczno$¢ jako kontroli endogennej zostata
zweryfikowana do$wiadczalnie. Wyniki koncowe przedstawiono w postaci wzglednej zmiany

ekspresji genu wobec grupy kontrolnej (fold change).
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Tabela IV Rodzaje sond zastosowanych w oznaczeniach RT-gPCR.

Biatko Gen Numer identyfikacyjny sondy
ER alfa Esrl Rn01640372_m1

ER beta Esr2 Rn00562610_m1

GPR 30 Gperl Rn01643280_s1

AR Ar Rn00560747_m1

PR Par Rn01448227_ml

Beta aktyna Actb Rn00667869 ml1.

3.3.8 Okreslenie wplywu BP-2 na funkcje jader

3.3.8.1 Okreslenie poziomu reaktywnych form tlenu (ROS)

W celu okreslenia wptywu BP-2 na stres oksydacyjny w jadrach zwierzat narazonych
na badany zwigzek oraz w grupie kontrolnej, oznaczono poziom reaktywnych form tlenu.
Przygotowanie tkanki do badan oraz procedura wykonania oznaczenia zostala opisana
w rozdziale Metodyka badan ex-vivo, w podrozdziale 3.3.6 ,,Okreslenie wptywu BP-2 na

markery stresu oksydacyjnego i procesu apoptozy w strukturach mézgu”.

3.3.8.2 Analiza nasienia

Do wewnetrznej cze$ci szalki Petriego (z podwojna koncentryczng komorg) natozono
500 pl ptynu do zaptodnienia pozaustrojowego (IVF, ORIGO, Milev, Denmark), a do
zewnetrzne] czeSci wode destylowang w celu zachowania odpowiedniej wilgotnosci.
Wyizolowano cz¢$¢ ogonowg najadrza 1 umieszczono ja w ptynie IVF. Tkanka najadrza zostata
naktuta kilkakrotnie i inkubowana w temperaturze 37°C przez 10 min. Po uzyskaniu zawiesiny
plemnikéw, 14 pl zawiesiny pobrano i umieszczono w komorze do analizy. Nastepnie

analizowano ruch 100 plemnikow (ruch progresywny, ruch nieprogresywny, brak ruchu).

3.3.8.3 Liczba plemnikéw

W celu okreslenia liczby plemnikoéw pobrano 10 pl z zawiesiny przygotowanej do
analizy ruchliwos$ci plemnikow. Zawiesing przeniesiono do szalki Petriego 1 rozcienczono 20

razy przez dodanie 190 pl medium M2 ( EmbryoMax KSOM Mouse Embryo Media, Merck
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KGaA, Darmstadt, Germany). Nastepnie 10 ul mieszaniny umieszczono w komorze Biirkera
I liczono plemniki w 3 duzych kwadratach. Po przeliczeniu wyniki usredniono, a ostateczna

liczba zostata obliczona przy uzyciu rownania:
X=a*10"*20
a — $rednia liczba w duzym kwadracie

X —liczba plemnikéw na ml

3.3.8.4 Zywotno$é plemnikow - test eozynowy

20 ul zawiesiny plemnikoéw umieszczono w matej szalce Petriego i zmieszano z 20 ul
0,2% wodnego roztworu eozyny Y (barwnik wnikajacy do martwych komorek). Po inkubacji
na stoliku grzewczym przez 10 minut, 10 pl mieszaniny umieszczono na szkietku
podstawowym. Zywotno$¢ plemnikéw analizowano w mikroskopie §wietlnym w powiekszeniu
40x. Za plemniki martwe uznano te, gdzie zaobserwowano wnikniecie barwnika do wnetrza
gtowki plemnika nadajac jej ciemnordézowe zabarwienie. Oceniono zabarwienie gtoéwek 200

plemnikow, a wyniki przedstawiono jako procent martwych plemnikow.

3.3.8.5 Morfologia plemnikow

20 pl zawiesiny plemnikéw naniesiono na szkietko podstawowe i wykonano rozmaz,
ktory pozostawiono do wyschnigcia. Po utrwaleniu preparatu w mieszaninie kwasu octowego
I etanolu (w stosunku 1:3), szkietka wysuszono i pozostawiono na 24 godziny w wodnym
roztworze 0,2% eozyny Y. Po wybarwieniu preparaty ptukano woda destylowana dwa razy po
5 minut. Szkietka nakrywkowe natozono przy uzyciu preparatu Entellan i analizowano zmiany
morfologiczne plemnikéw w mikroskopie swietlnym w powigkszeniu 100x. Jakiekolwiek
zmiany w ksztalcie glowki plemnika (brak akrosomu, skrzywiony akrosom) zostaly
zakwalifikowane jako wyniki nieprawidlowe. Przeanalizowano 400 plemnikow, a wyniki

przedstawiono jako procent nieprawidtowych plemnikow.
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3.4 Analiza statystyczna

W badaniach in vitro wyniki przedstawiono, jako wartosci srednie + $redni btad $redniej
(SEM) uzyskane z 3 niezaleznych eksperymentow. Kazda grupa badana zawierata 9-10 probek.
Roéznice migdzy grupami okre$lano na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA), a nastepnie testem post hoc Dunnett’a. Istotno$¢ statystyczng ustalono na

poziomie p < 0,05.

Wszystkie wyniki uzyskane w badaniach ex-vivo wyrazono, jako $rednie (+ SEM) z 8-
10 probek oznaczanych w dwoéch lub trzech powtorzeniach. Przy poréwnywaniu dwéch grup
zastosowano test t-studenta, natomiast réznice migdzy kilkoma grupami okreslano na
podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) oraz testem post hoc Dunnett’a.

Istotnos¢ statystyczng ustalono na poziomie p <0,05.
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4. Wyniki
4.1 Wyniki badan in vitro

4.1.1 Okreslenie dzialania cytotoksycznego i pro-apoptotycznego benzofenonu-2
w komoérkach SH-SYS5Y

Apoptoza oraz efekt cytotoksyczny, a wiec procesy lezace u podstaw chorob
neurodegeneracyjnych byly badane po 24- oraz 72-godzinach ekspozycji komorek na dziatanie
benzofenonu-2. W badaniach in vitro oceniono dziatanie cytotoksyczne poprzez pomiar
uwalniania dehydrogenazy mleczanowej do pozywki hodowlanej oraz zywotno$¢ komorek
SH-SY5Y w tescie redukcji MTT. Badano réwniez aktywno$¢ kluczowego enzymu procesu
apoptozy, czyli kaspazy-3, a takze oceniono zmiany apoptotyczne wystepujace zarO6wno

W jadrze komorkowym jak i calym neuronie w preparatach barwionych odczynnikiem Hoechst.
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4.1.2 Wplyw BP-2 na zywotno$¢ komoérek SH-SYS5Y

Zywotno$¢ komorek zostata oceniona testem redukcji MTT (Rycina 4). Badanie zostato
wykonane w zakresie stezen od 10® do 10* M benzofenonu-2. Obnizona aktywnos¢
metaboliczna mitochondriow komorek byta obserwowana po 72 h ekspozycji na BP-2
w stezeniu 10 oraz 10“*M (odpowiednio p<0,0loraz p<0,001). Przy nizszych stezeniach
benzofenonu-2 nie wykazano istotnych rdéznic w zywotnosci komoérek pomiedzy grupa
narazong na dziatanie BP-2, a grupa ktora otrzymywala wylacznie rozpuszczalnik. Jako

kontrole pozytywna zastosowano Triton XC.
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Rycina 4. Wplyw benzofenonu-2 na zZywotnos¢ komoérek SH-SYSY oznaczang testem redukcji
MTT. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli, a za 100% przyjeto zywotnos¢ komorek
hodowanych w obecnosci rozpuszczalnika (-). Istotnos¢ statystyczng analizowano
Jjednoczynnikowq analizqg wariancji (ANOVA), a nastepnie stosowano test post-hoc Dunnett’a.

n=10, ** p < 0.01, *** p < 0.001 w stosunku do grupy kontrolnej.
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4.1.3 Wpltyw BP-2 na uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej (LDH)

Smiertelno$¢ komorek byla oceniana testem uwalniania enzymu dehydrogenazy
mleczanowej do medium hodowlanego (Rycina 5). Benzofenon-2 w stezeniu 10° M (p<0,05)
oraz w 10 M (p<0,001) obecny w pozywce hodowlanej przez 72 h znacznie nasilal uwalnianie
LDH, co $wiadczylo o wzroscie $miertelnosci komoérek. W nizszych stezeniach poczawszy

od 10 do 10 M nie stwierdzono cytotoksycznego dziatania benzofenonu-2.
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Rycina 5. Wplyw benzofenonu-2 na uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej z komorek SH-
SY5Y do pozywki hodowlanej. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli, a za 100% przyjeto
aktywnos¢ LDH uwolnionej z komorek hodowanych w obecnosci rozpuszczalnika (-). Istotnosé
statystyczng analizowano jednoczynnikowq analizq wariancji (ANOVA), a nastepnie testem
post-hoc Dunnett’a. n=10, * p<0,05, *** p < 0,001 w stosunku do grupy kontrolnej.
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4.1.4 Wplyw BP-2 na aktywnos$¢ kaspazy-3

Benzofenon-2 powodowal wzrost aktywno$ci kaspazy-3, enzymu wykonawczego
w procesie apoptozy (Rycina 6). Stwierdzono statystycznie znamienny wzrost aktywnosci
kaspazy-3 w komorkach hodowanych z dodatkiem benzofenonu-2 w stezeniach od 107 do

104 M (p<0,001), natomiast stezenie 10 M nie powodowalo istotnego wzrostu aktywnosci

kaspazy-3.
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Rycina 6. Wplhyw benzofenonu-2 na aktywnosé¢ kaspazy-3. Wyniki przedstawiono w nmol
fluorescencyjnego produktu (AMC) powstajgcego pod wplywem aktywnej kaspazy-3 W czasie
1 min, znajdujgcej sie w 1 ml lizatu. Istotnos¢ statystyczng okreslano jednoczynnikowq analizg
wariancji (ANOVA), a nastgpnie stosowano test post-hoc Dunnett’a. n=12, *** p < 0.001
w stosunku do grupy kontrolne;j.
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4.1.5 Barwienie Hoechst

W celu wizualnej oceny zmian apoptotycznych zachodzacych w neuronach, takich jak
kondensacja jader komérkowych, zmiana ksztaltu i objetosci, komorki zostaty wybarwione
barwnikiem Hoechst (Rycina 7-8). Neurony, ktore posiadaly jasne, skondensowane lub
pofragmentowane jadra zostaly uznane za apoptotyczne. Znamiennie wiekszg liczb¢ komorek
apoptotycznych stwierdzono w hodowlach z benzofenonem-2 w stezeniu 107 oraz 108 M
W pordwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,001). Zastosowana w badaniu jako kontrola
pozytywna staurosporyna (1 uM), zwiazek ktory indukuje mitochondrialng $ciezke apoptozy,

znamiennie zwigkszata liczbe komoérek apoptotycznych.

100+

*kKk
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* Kk
404 *xk
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% komodrek apoptotycznych

10 107 [M] ST

BP-2

Rycina 7. Ocena ilosciowa zmian apoptotycznych zachodzgcych w komorkach SH-SY5Y po 24-
godzinnej ekspozycji na dziatanie benzofenonu-2 (barwienie Hoechst). Wyniki przedstawiono
jako procent komorek apoptotycznych w porownaniu do catkowitej liczby komorek. Istotnosc
statystyczng analizowano jednoczynnikowq analizq wariancji (ANOVA), a nastepnie
stosowano test post-hoc Dunnett’a. *** p < 0.001 w stosunku do grupy kontrolnej

(K —kontrola, ST - staurosporyna).
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Kontrola Kontrola

Rycina 8. Przyktadowe obrazy komérek linii SH-SY5Y po ekspozycji na BP-2 w stezeniu 1077
i 108 M, rozpuszczalnik oraz staurosporyne (barwienie Hoechst). Przedstawiono takze zdjecia

komorek hodowanych bez zadnych dodatkow (kontrola).
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4.2 Wyniki badan ex-vivo

U zwierzat otrzymujacych BP-2 nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian

W masie ciata oraz wzglgdnych masach jader w porownaniu do zwierzat kontrolnych.

4.2.1 Stezenie benzofenonu-2 w wybranych strukturach OUN oznaczane metoda LC/MS

Stwierdzono, ze benzofenon-2 podawany w postaci masci przenika do krazenia
ogoblnego, a nastepnie przez barierg krew-mozg (Rycina 9). Wykazano, ze $rednie stezenie tego
zwigzku w korze czotowej wynosito 16,14 ng/g tkanki. Podobne poziomy, bo 19,14 ng/g tkanki
byty obecne w mozdzku, natomiast w hipokampie $rednie stezenie wynosito 5,22 ng/g tkanki,
a wigc bylto prawie 4-krotnie nizsze niz w pozostatych badanych strukturach mézgu. W grupie

kontrolnej w zadnej ze struktur mézgu nie wykryto obecnosci benzofenonu-2.
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Rycina 9. Stezenie benzofenonu-2 w wybranych strukturach mozgu: kora czotowa, mozdzek,

hipokamp. Wyniki przedstawiono jako Srednig + sredni blqd sSredniej (:SEM); n=10.

4.2.1.1 Stezenie benzofenonu-2 w tkankach obwodowych

Aplikowany naskorne BP-2 przenika do krazenia ogdlnego, a jego Srednie stezenie
w surowicy krwi w postaci wolnej wynosito 324,27 ng/ml, natomiast $rednie stezenie BP-2 po
hydrolizie enzymatycznej z B-glukuronidaza oraz sulfataza bylo prawie 7-krotnie wyzsze
I wynosito 2217,78 ng/ml (Rycina 10A). W watrobie, organie odpowiedzialnym za metabolizm
ksenobiotykow, $rednie stezenie frakcji wolnej tego zwigzku wynosito 1354,14 ng/g tkanki,
a po hydrolizie enzymatycznej Srednie stgzenie BP-2 (obejmujace zaréwno frakcje wolng jak
I zwigzang z glukuronianem i siarczanem) byto 2,5 — krotnie wigksze i wynosito 3757,55 ng/g

tkanki (Rycina 10B). Benzofenon-2 jako zwigzek o wtasciwosciach lipofilowych moze ulegaé
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kumulacji w tkance tluszczowej. Wykazano, ze $rednie stezenie BP-2 w tkance thuszczowe;j
szczurdw otrzymujacych ten zwigzek wynosito 823,07 ng/g tkanki (Rycina 10C).
Benzofenon-2 zostat oznaczony w jadrach, w ktorych $rednie stgzenie tego zwigzku wynosito

150,92 ng/g tkanki (Rycina 10D). W grupach kontrolnych w Zadnej z badanych tkanek nie
wykryto obecnosci BP-2.
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Rycina 10. Stezenie benzofenonu-2 w surowicy krwi i wqtrobie w postaci wolnej oraz po
zastosowanej hydrolizie enzymatycznej oraz w tkance ttuszczowej i jgdrach. Na wykresach
przedstawiono: A - surowica, B - wgtroba, C - tkanka tluszczowa, D - jgdra Wyniki
przedstawiono, jako Sredniq + sredni blgd sredniej (£SEM) n=10.
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4.2.2 Wplyw BP-2 na uklad hormonalny

Celem okre$lenia dziatania BP-2 na funkcje tarczycy oznaczono we krwi poziomy 13,
fT4 i TSH, a wpltyw na funkcje¢ jader badano okreslajagc stezenia hormondéw pilciowych
(testosteronu catkowitego, wolnej frakcji testosteronu, progesteronu i 17p-estradiolu) oraz
hormonow przysadki (hormonu luteinizujacego 1 prolaktyny) we krwi oraz testosteronu

catkowitego w jadrach.

4.2.2.1 Wplyw benzofenonu-2 na wydzielanie hormonéw tarczycy

Oznaczano poziom frakcji wolnej hormonow tarczycy, gdyz lepiej odzwierciedlaja
dzialanie biologiczne na organizm niz ich formy zwigzane z biatkami. Dodatkowo pomiar
stezenia hormonow tarczycy dokonano po 2 godzinach (Rycina 11 A,C,E) oraz po 24 godzinach
(Rycina 11 B,D,F) od ostatniego podania BP-2. Narazenie zwierzat przez 4-tygodnie na
dziatanie BP-2 spowodowato obnizenie o ponad 30% poziomu TSH w poréwnaniu do zwierzat
otrzymujacych samg mas¢ po 2 godzinach (p<0,01) oraz o 50% (p<0,01) po 24 godzinach od
podania badanego zwiazku. Wzrost poziomu tyroksyny w stosunku do stezenia fT4
oznaczonego w grupie kontrolnej byt znamienny i podobny w obydwu punktach czasowych
(p<0,05). Poziom frakcji wolnej trdjjodotyroniny byt znamiennie wyzszy w obu grupach
czasowych, ale bardziej nasilony w grupie badanej po 24 godzinach od podania BP-2 (p<0,01).
Zmiany w poziomach TSH i1 hormonow tarczycy $wiadczg o wystgpowaniu nadczynnosci
tarczycy u szczurOw narazonych na BP-2. Obnizone st¢zenie TSH wynika z nadprodukcji fT3

oraz fT4 i nasilenia mechanizmu ujemnego sprzezenia zwrotnego.
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Rycina 11. Wplyw benzofenonu-2 na poziom TSH, fT3 i fT4 oznaczonego we krwi szczurow po
2h(A,CE)i24 h (B,D,F) od ostatniego podania zwigzku. Wyniki przedstawiono, jako Srednig
+ Sredni blgd sredniej (XSEM). Istotnos¢ statystyczng oceniono testem t-Studenta n=10,
*p<0,05, **p<0,01.
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4.2.2.2 Poziom testosteronu calkowitego we krwi i jadrach

Poziom testosteronu catkowitego zostal oznaczony w osoczu krwi oraz w jadrach

W grupie zwierzat, ktorym podawano BP-2 oraz w grupie kontrolnej (Rycina 12). Stwierdzono

ponad 4-krotnie nizszy poziom testosteronu catkowitego u zwierzat narazonych na dzialanie

BP-2 w stosunku do grupy kontrolnej (p<<0,01). Podobng zmian¢ wykazano w jadrach, gdzie

U zwierzat otrzymujgcych BP-2 poziom testosteronu catkowitego byl 4-krotnie nizszy

w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,001).
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Rycina 12. Poziom testosteronu catkowitego w osoczu krwi oraz w jgdrach. Wyniki

przedstawiono, jako Srednig + sredni blgd sredniej (£SEM). Istotnos¢ statystyczng oceniono

testem t-studenta n=10 **p<0,01, ***p<0,001.
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4.2.2.3 Poziom frakcji wolnej testosteronu

Stezenie frakcji wolnej testosteronu we krwi byto ponad 3-krotnie nizsze u zwierzat po
ekspozycji na BP-2 w porownaniu do poziomu tego hormonu oznaczonego u zwierzat, ktore
nie byly eksponowane na dziatanie BP-2 (p<0,01) (Rycina 13).
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Rycina 13. Poziom frakcji wolnej testosteronu w osoczu krwi. Wyniki przedstawiono, jako

sredniq + sredni blgd Sredniej (:SEM). Istotnosé statystyczng oceniono testem t-studenta n=10
**p<0,01.

4.2.2.4 Poziom 17p-estradiolu oraz progesteronu we krwi

Poziom 17pB-estradiolu oznaczony w osoczu krwi zwierzat po ekspozycji na BP-2 byt
statystycznie znamiennie wyZszy niz w grupie zwierzat otrzymujacej sama mas¢ (p<0,05)
(Rycina 14A). Poziom progesteronu we krwi szczurOw narazonych na dziatanie BP-2

I W grupie zwierzat kontrolnych byt porownywalny (Rycina 14B).
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Rycina 14. Stezenie 17[-estradiolu oraz progesteronu W osoczu krwi u zwierzgt kontrolnych
| otrzymujgcych benzofenon-2. Wyniki przedstawiono, jako sredniq + Sredni blgd Sredniej

(ESEM). Istotnosc¢ statystyczng oceniono testem t-studenta, n=10, *p<0,05.
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4.2.2.5 Wplyw BP-2 na poziom prolaktyny oraz hormonu luteinizujacego (LH)

W celu okres$lenia mozliwej przyczyny zmian w poziomie testosteronu oznaczano
poziomu LH w osoczu krwi. Zaobserwowano prawie 2-krotne obnizenie poziomu hormonu LH
u zwierzat po ekspozycji na BP-2 (p<0,01) (Rycina 15A). Poziom prolaktyny w osoczu krwi
zwierzat, ktorym podawano BP-2 i w grupie kontrolnej nie wykazat statystycznie znamiennych

réznic (Rycina 15B).
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Rycina 15. Poziom LH oraz prolaktyny u zwierzqt narazonych na dziatanie BP-2 oraz w grupie
kontrolnej. Wyniki przedstawiono, jako srednig + Sredni blgd Sredniej (XSEM). Istotnos¢

statystyczng oceniono testem t-studenta, n=10,**p<0,01.
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4.2.3 Wplyw benzofenonu-2 na uklad immunologiczny

Celem wstepnej oceny funkcji uktadu immunologicznego okreslono wptyw BP-2 na

mas¢ calkowita 1 wzgledng oraz komodrkowos$¢ pierwotnego (grasicy) oraz wtornego

($ledziony) narzadu limfatycznego (Tabela V). Nie wykazano znamiennych roéznic w zadnym

z tych parametrow pomiedzy zwierz¢tami kontrolnymi a otrzymujgcymi BP-2.

Tabela V Wptyw BP-2 na mase catkowitq i wzgledng oraz komorkowos¢ sledziony i grasicy

Kontrola BP-2

srednia + SEM srednia + SEM
Masa ciata (g) 328,9+5,41 315,3+7,73
Masa $ledziony (g) 0,41 +0,03 0,44 £ 0,04
Masa grasicy (g) 0,59 £ 0,02 0,56 £ 0,02
Wzgledna masa $ledziony 0,12 +0,01 0,14 +0,01
Wzgledna masa grasicy 0,18 = 0,004 0,18 = 0,006
Komorkowos$¢ §ledziony (mln/g) | 114,4 £ 78 77,9 +43
Komorkowo$¢ grasicy (mln/g) 178,5 +95 182,4 + 83

Wyniki przedstawiono, jako sredniq + sredni blgd sredniej (:SEM). Istotnosé statystyczng

oceniono testem t-studenta.
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4.2.3.1 Wplyw BP-2 na aktywnos¢ proliferacyjng splenocytow

Niski, podstawowy wychwyt [H®]-tymidyny nie roznit si¢ znaczaco pomigdzy
splenocytami pochodzacymi od zwierzat kontrolnych, a komoérkami zwierzat narazonych przez
4 tygodnie na dzialanie BP-2 (Rycina 16). Natomiast aktywno$¢ proliferacyjna splenocytow
aktywowanych konkanawaling (Kon A) w obydwu zastosowanych stezeniach (1,25 oraz
2,5 ng/ml) oraz LPS (5,0 pug/ml) byla statystycznie znamiennie wyzsza w splenocytach
uzyskanych od zwierzat otrzymujacych BP-2 w porownaniu do grupy otrzymujacej sama masc.
Silniejsze dzialanie, prawie 4-krotny wzrost aktywnosci proliferacyjnej, byl obserwowany
w splenocytach pochodzacych od zwierzat otrzymujacych BP-2 po stymulacji Kon A
W nizszym st¢zeniu, natomiast wyzsze st¢zenie Kon A 1 LPS wywotaty okoto dwukrotny wzrost

wychwytu [H3]-tymidyny (p<0,05).
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Rycina 16. Wplyw benzofenonu-2 na aktywnos¢ proliferacyjng splenocytow. Wyniki
przedstawiono, jako Srednig + sredni blgd Sredniej (:SEM). Istotnos¢ statystyczng oceniono
testem jednoczynnikowej analizy wariacji (ANOVA), a nastepnie testem post-hoc Dunetta,
n=10, *p<0,05 vs kontrola.

4.2.3.2 Wplyw BP-2 na aktywnos$¢ metaboliczng splenocytéw

Wptyw benzofenonu-2 na splenocyty okreslany testem redukcji resazuryny do
rezorufiny wykazal wzrost aktywnos$ci metabolicznej splenocytéw uzyskanych od zwierzat
narazonych na dziatanie badanego zwiazku, prawie o 50% w poroéwnaniu do grupy kontrolne;j
(p<0,001) (Rycina 17A). Nie stwierdzono znamiennych statystycznie zmian w poziomie

dehydrogenazy mleczanowej uwolnionej z komorek do pozywki hodowlanej, co swiadczy
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0 braku cytotoksycznego dziatania BP-2 (Rycina 17B). Wykazano ponadto, ze 4-tygodniowe

narazenie zwierzat na dzialanie benzofenonu-2 zwigcksza uwalnianie tlenku azotu przez

splenocyty w porownaniu do grupy kontrolnej, ktora nie otrzymywata BP-2 (p<0,001)

(Rycina 17C).
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Rycina 17. Wplhyw BP-2 na aktywnos¢ metaboliczng splenocytow mierzong testem redukcji

rezasuryny (A) oraz uwalnianie LDH (B) i NO (C) ze splenocytow. Wyniki przedstawiono, jako

sredniq + Sredni blgd Sredniej (£SEM). Istotnosc¢ statystyczng oceniono testem t-studenta n=10,

***p<0,001 vs kontrola.
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4.2.3.3 Aktywnos$¢ metaboliczna tymocytow

Aktywnos$¢ metaboliczna tymocytow pochodzacych od zwierzat otrzymujacych BP-2,
oznaczana testem redukcji rezasuryny, nie roznita si¢ znamiennie od aktywnosci metabolicznej
tymocytow grupy kontrolnej (Rycina 18A). Natomiast w tesScie redukcji MTT stwierdzono
nieznaczny, lecz znamienny statystycznie wzrost aktywnosci oksydacyjnej mitochondriow
tymocytow (p<0,05), pochodzacych od zwierzat narazonych na dziatanie BP-2 w porownaniu

do zywotnosci tymocytow grupy kontrolnej (Rycina 18B).

Wplyw benzofenonu-2 na $miertelno$¢ tymocytéw zostal oceniony poprzez pomiar
aktywnos$ci uwalnianej do pozywki hodowlanej dehydrogenazy mleczanowej. Wykazano, ze
aktywno$¢ LDH w tymocytach zwierzat narazonych na benzofenon-2 nie réznita si¢ istotnie od

aktywnosci tego enzymu oznaczoneg0 W grupie kontrolnej (Rycina 18C).

Wykazano takze, ze narazenie na dziatanie BP-2 skutkowalo znamiennym wzrostem
uwalniania NO przez tymocyty w pordwnaniu do tymocytéw pozyskanych od zwierzat, ktore

otrzymywaty samg mas¢ (p<0,001) (Rycina 18D).

Redukcja MTT
% kontroli

Redukcja resazuryny
(% kontroli)

f
Kontrola BP-2 Kontrola BP-2

1507 1507

* ok ok

-
o
o

n
o
=)

@
=)
L

Uwalnianie LDH
(% kontroli)

uwalnianie NO
(% kontroli)

Kontrola BP-2 Kontrola BP-2

Rycina 18. Wplyw benzofenonu-2 na aktywnosé metaboliczng tymocytow oceniang testem
redukcji rezasuryny (A) i testem redukcji MTT (B) oraz na uwalnianie LDH (C) i NO (D)
Z tymocytow. Wyniki przedstawiono, jako Sredniq + sSredni bilgd sredniej (:SEM). Istotnos¢

statystyczng oceniono testem t-studenta n=10 *p<0,05, ***p<0,001
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4.2.4 Wplyw BP-2 na markery uszkodzen oSrodkowego ukladu nerwowego
4.2.4.1 Markery stresu oksydacyjnego

Celem oceny potencjalnego niekorzystnego wptywu BP-2 na wybrane struktury mézgu,
oznaczano poziom reaktywnych form tlenu, catkowita aktywnos$¢ antyoksydacyjng oraz

peroksydacje lipidow w korze czotowej i1 hipokampie, strukturach mozgu najbardziej

wrazliwych na uszkodzenia.

4.2.4.1.1 Reaktywne formy tlenu — ROS (reactive oxygen species)

Aplikacja naskérna BP-2 skutkowata istotnym obnizeniem poziomu reaktywnych form
tlenu w korze czotowej, w stosunku do poziomu ROS wystepujacego u zwierzat otrzymujacych
samg mas¢ (p<0,01) (Rycina 19). W hipokampie takze zaobserwowano obnizenie poziomu

ROS, jednakze zmiana ta nie byly znamienne statystyczna.
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Rycina 19. Wplyw benzofenonu-2 na poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w korze czolowej
oraz W hipokampie. Wyniki przedstawiono, jako Srednig + sredni blgd Sredniej (:SEM).

Istotnos¢ statystyczng oceniono testem t-studenta, n=10, **p<0,01.
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4.2.4.1.2 Calkowita aktywnos$¢ antyoksydacyjna

Narazenie zwierzat przez okres 4-tygodni na benzofenon-2 w dawce 100 mg/kg m.c.

skutkowato znamiennym statystycznie wzrostem catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej

W korze czotowej (p<0,001), natomiast w hipokampie nie stwierdzono istotnych zmian tego

parametru pomi¢dzy grupa kontrolng, a grupa, ktorej podawano BP-2 (Rycina 20).
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Rycina 20. Wplhyw benzofenonu-2 na catkowitq aktywnos¢ antyoksydacyjng w korze czotowej

oraz w hipokampie. Wyniki przedstawiono, jako srednig + Sredni biqd Sredniej (£SEM).

Istotnos¢ statystyczng oceniono testem t-studenta, n=10, *** p<0,001.
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4.2.4.1.3 Poziom peroksydacji lipidow (MDA)

W wyniku podawania zwierzetom benzofenonu-2 poziom malonylodialdehydu (marker
uszkodzen wywotanych stresem oksydacyjnym) zostat obnizony w stosunku do poziomu tego
markera w Korze czolowej zwierzat kontrolnych (p<0,05) (Rycina 21). W hipokampie nie

zaobserwowano statystycznie znamiennych réznic w poziomie malonylodialdehydu pomiedzy

badanymi grupami zwierzat.
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Rycina 21. Wplyw benzofenonu-2 na poziom peroksydacji lipidow (MDA) w korze czolowej
oraz w hipokampie. Wyniki przedstawiono, jako sredniq + Sredni blqd Sredniej (£SEM).
Istotnos¢ statystyczng oceniono testem t-studenta n=10, *p<0,05.
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4.2.4.2 Wplyw BP-2 na markery procesu apoptozy w OUN

Nie wykazano istotnych zmian w poziomie biatek zwigzanych z procesem apoptozy:
aktywnej formy kaspazy-3, pro-apoptotycznego biatka Bax oraz anty-apoptotycznego biatka
Bcl-2, w korze czotowej oraz hipokampie szczuréw narazonych na BP-2 w pordéwnaniu

z grupami kontrolnymi (Tabela V1).

Tabela VI Wpltyw BP-2 na ekspresje biatek zwigzanych z apoptozq w korze czotowej oraz

hipokampie.
Kontrola BP-2
Kora czolowa
kaspaza-3, forma aktywna 100 £10.22 92.1+11.51
Bax 100+ 7.1 107.7 £ 7.5
Bcl-2 100+ 5.51 103.2+£8,56
Hipokamp
kaspaza-3, forma aktywna 100+ 11.41 112.2+7.62
Bax 100+ 7.62 88.22+4.48
Bcl-2 100 £ 8.65 102.6 £ 11.25

Wyniki przedstawiono, jako srednig + sredni blqd sredniej (XSEM). Istotnos¢ statystyczng

oceniono testem t-studenta n=10.

4.2.5 Wpltyw BP-2 na komorki rozrodcze meskie

4.2.5.1 Zmiany zachodzace w jadrach pod wplywem dzialania benzofenonu-2

Po 4-tygodniowej ekspozycji na BP-2 nie stwierdzono statystycznie znamiennych roéznic we

wzglednych masach jader w stosunku do grupy kontrolnej.
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4.2.5.1.1 Poziom reaktywnych form tlenu w jadrach

W poziomie reaktywnych form tlenu w jadrach zwierzat poddanych ekspozycji na BP-2
obserwowano tendencj¢ spadkowag, jednak zmiany te nie osiggnety znamiennosci statystycznej

(Rycina 22).
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Kontrola BP-2

Rycina 22. Poziom ROS w jgdrach. Wyniki przedstawiono, jako srednig + sredni blgd Sredniej

(ESEM). Istotnosé statystyczng oceniono testem t-studenta n=10.
4.2.5.1.2 Zmiany morfologiczne plemnikow

Stwierdzono, ze w nasieniu szczurow otrzymujacych BP-2 wystepuje ok. 2%
plemnikoéw nieprawidtowych, co jest ponad 3-krotnie wigcej w porownaniu do grupy zwierzat
kontrolnych (0,6%) (p<0,05) (Rycina 23). Zmiany w ksztalcie glowki plemnika (brak

akrosomu, skrzywiony akrosom) zostaty zakwalifikowane jako wyniki nieprawidlowe.
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Rycina 23. Procent nieprawidlowych form plemnikow. Wyniki przedstawiono, jako Srednig +
sredni blgd sredniej (£SEM). Istotnos¢ statystyczng oceniono testem t-studenta n=10, *p<0,05.
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4.2.5.1.3 Zywotno$¢ plemnikéw — test eozynowy

W celu okre$lenia wptywu BP-2 na zywotno$¢ plemnikoéw, oceniono zabarwienie
gléwek plemnikéw pobranych z najadrza kazdego zwierzecia, a nastgpnie okreslono procent
martwych plemnikéw. U zwierzat narazonych na benzofenon-2 procent martwych plemnikéw
wynosil 3,85% + 1,8 (= SEM), natomiast w grupie kontrolnej warto$¢ ta wynosita
3,05% + 1,08 (:SEM). Nie zaobserwowano znamiennych statystycznie r6znic pomiedzy grupa

badana, a grupa kontrolna.
4.2.5.1.4 Wplyw BP-2 na liczbe plemnikéw

Srednia liczba plemnikéw w grupie zwierzat nie otrzymujacych BP-2 wynosila ok.
7mln/ml, natomiast liczebno$¢ plemnikéw w grupie zwierzat, ktére byly narazone na dzialanie

BP-2 obnizyta si¢ o prawie 30%, do okoto 5 mIn/ml (p<0,05) (Rycina 24).
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Rycina 24.Wptyw BP-2 na liczbe plemnikow. Wyniki przedstawiono, jako Srednig + sredni blgd
sredniej (£SEM). Istotnosé statystyczng oceniono testem t-studenta n=10, *p<0,05.

4.2.5.1.5 Ruchliwo$¢ plemnikéw

W celu okreslenia wptywu benzofenonu-2 na ruchliwo$¢ plemnikéw pobranych
Znajadrza oceniono liczbg plemnikow poruszajacych si¢ ruchem progresywnym,
nieprogresywnym oraz nieruchomych. W grupie zwierzat narazonych na dziatanie BP-2
stwierdzono prawie 3-krotne zmniejszenie liczby plemnikow poruszajacych si¢ ruchem
progresywnych (p<0,001), natomiast liczba plemnikow poruszajagcych si¢ ruchem
nieprogresywnym wzrosta 3-krotnie (p<0,05). Ponadto, wykazano okoto 2-krotny wzrost
liczby plemnikoéw nieruchomych u zwierzat otrzymujacych BP-2 w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (p<0,05) (Tabela V1II).
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Tabela VIII Wpiyw BP-2 na ruchliwosé¢ plemnikow.

Ruch Progresywny Nieprogresywny Nieruchome
+ SEM + SEM + SEM
Kontrola 58 +4 10+ 1 32+3
BP-2 20 + 5 *** 30 + 71* 50+ 61*

Wyniki przedstawiono, jako sredniq + sredni blgd sredniej (£SEM). Istotnos¢ statystyczng

oceniono testem t-studenta n=10 *p<0,05, ***p<0,001.

4.2.5.2 Wplyw benzofenonu-2 na receptory estrogenowe: ERa i ERB, GPR30, receptory
progesteronowe oraz androgenowe w jadrach i podwzgorzu

4.2.6.2.1 Zmiany oznaczone metoda RT-PCR

W podwzgdrzu nie stwierdzono zmian ekspresji mRNA dla receptoréw estrogenowych
i progesteronowych, natomiast wykazano znamienny wzrost poziomu mRNA receptorow

androgenowych (p<0,05) u zwierzat otrzymujacych BP-2 (Rycina 25).

W jadrach stwierdzono wzrost mRNA receptorow estrogenowych ERa (p<0,05) oraz
ERp (p<0,05) u zwierzat otrzymujacych BP-2, natomiast nie obserwowano roéznic w poziomach
mRNA receptorow btonowych 17p-estradiolu (GPR30) oraz receptorow androgenowych
I progesteronowych (Rycina 26).
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Rycina 25. Ekspresja mRNA receptorow estrogenowych, GPR30, androgenowych oraz

progesteronowych w podwzgorzu. Dane sq przedstawione jako srednia = SEM, n=38. Istotnos¢

statystyczng oceniono testem t-studenta. * p<0,05
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Rycina 26. Ekspresja mRNA receptorow estrogenowych, GPR30, androgenowych oraz
progesteronowych w jgdrach. Dane sq przedstawione jako Srednia = SEM, n=8. Istotnosé¢

statystyczng oceniono testem t-studenta. * p<0,05
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4.25.2.2 Ekspresja receptorow estrogenowych a i p, GPR30, androgenowych

| progesteronowych oznaczona metoda Western Blot

Receptory hormonow steroidowych ERa, AR 1 PR w formie nie zwigzanej ze steroidem
mogg by¢ zlokalizowane w cytozolu lub jadrze komodrkowym, natomiast po zwigzaniu
hormonu i aktywacji wigza si¢ do DNA w jadrze komorkowym i regulujg transkrypcje genow.
Poziom receptorow ERa, AR 1 PR oceniono zaréwno w frakcji cytozolowej jak i1 jadrowe;,
natomiast receptory ER} we frakcji jadrowej, a btonowe dla 17p-estradiolu GPR-30 oznaczono

we frakcji blonowe;.

W podwzgoérzu zaobserwowano znamienny statystycznie wzrost poziomu biatka dla
receptorow ERB we frakcji jadrowej (Rycina 27D). W frakcji cytozolowej zaobserwowano
znamienne statystycznie obnizenie poziomu biatka dla AR, natomiast nie obserwowano zmian
W poziomie tego receptora we frakcji jadrowej (Rycina 27E,F). Nie zaobserwowano zmian
znamiennych statystycznie rowniez dla receptoréw estrogenowych alfa oraz GPR30
(Rycina 27 A-C).

W jadrach zarowno poziom biatka dla ERa jak i ERPB byt znamiennie statystycznie
obnizony we frakcji jadrowej u zwierzat otrzymujacych BP-2 (Rycina 28 B,D). Nie
obserwowano roznic w poziomie ERa we frakcji cytozolowej, poziomie AR we frakcji
cytozolowej i jadrowej (Rycina 28 A,E,F), natomiast poziom GPR30 we frakcji btonowej byt
znamiennie wyzszy u zwierzat otrzymujacych BP-2, niz u szczuré6w kontrolnych (Rycina 28
A).

Tabela VIl Zestawienie zmian zachodzgcych w podwzgorzu oraz w jgdrach z uwzglednieniem

podziatu na frakcje
ERa ERp GPR30 AR
frakcje |jadrowa [cytozolowa |jadrowa | membranowa | jadrowa | cytozolowa
podwzgorze - - 1% - - L**
jadra | | : 1* * : :

Wyniki przedstawiono, jako srednig + sredni blqd sredniej (XSEM). Istotnos¢ statystyczng

oceniono testem t-studenta n=10 *p<0,05,. Liczba zwierzqt w kazdej grupie wynosita n=10.
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Rycina 27. Wphw benzofenonu-2 na poziom biatka receptorow: ER-a (frakcja cytozolowa — A
oraz jgdrowa - B), GPR30 (frakcja blonowa — C), ER-f (frakcja jgqdrowa - D), AR (frakcja
cytozolowa - E oraz jgdrowa - F) w podwzgorzu. Dane sq przedstawione jako srednia + SEM.
Istotnos¢ statystyczng oceniono testem t-studenta. Liczba zwierzqgt w kazdej grupie n=10,

*p<0,05; **p<0,01 vs kontrola.
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Rycina 28. Wplyw benzofenonu-2 na poziom biatka receptorow: ER-o. (frakcja cytozolowa — A
oraz jgdrowa - B), GPR30 (frakcja blonowa — C), ER-f (frakcja jgdrowa - D), AR (frakcja

cytozolowa - E oraz jgdrowa - F) w jgdrach. Dane sq przedstawione jako srednia £ SEM.

Istotnos¢é statystyczng oceniono testem t-studenta. Liczba zwierzqt w kazdej grupie n=10,

*p<0,05; **p<0,01 vs kontrola.
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4.2.6 Badania hematologiczne

W pobranej krwi oznaczano liczbe erytrocytow, leukocytow, ptytek krwi oraz poziom

hemoglobiny, hematokryt, $rednig objetos¢ krwinek, $rednig mas¢ hemoglobiny w krwince,

$rednie stezenie hemoglobiny w krwinkach. Zaden z badanych parametréow nie wykazal

znamiennych statycznie roznic pomig¢dzy grupa kontrolng, a grupa narazong na dziatanie BP-2

(Tabela IX).

Tabela IX. Morfologia krwi szczura

RBC (min/ml) WBC (tys./ml)
Kontrola BP-2 Kontrola BP-2
8,56+0,13 |[8,73+0,11 p=0,59 13,05+ 0,76 12,33+0,70 | p=0,49
HGB (g/dl) PLT(tys./ml)
Kontrola BP-2 Kontrola BP-2
13,85+0,18 | 13,93+0,14 p=0,49 575,6 £ 18,66 | 538,6 = 46,7 p=0,47
HCT (%) MCV (fl)
Kontrola BP-2 Kontrola BP-2
46,16 + 0,67 46,83 £0,61 | p=0,47 53,90 £0,48 53,,60 £ 0,43 p=0,65
MCH (g/dI) MCHC (pg)
Kontrola BP-2 Kontrola BP-2
30,09+ 0,55 |29,71+0,42 p=0,59 16,09 £0,18 15,91 £0,23 p=0,57

Wyniki przedstawiono jako Srednia = SEM, n=10. Istotnos¢ statystyczng oceniono testem
t-studenta n=10. Krwinki czerwone - RBC (min/ml), Krwinki biate — WBC (tys./ml),
Hemoglobina - HGB (g/dl), Phtki krwi — PLT (tys./ml), Hematokryt — HCT (%), Srednia
objetos¢ krwinek — MCV (fl), Srednie stezenie hemoglobiny w krwinkach — MCH (g/dl), Srednia

masa hemoglobiny w krwince - MCHC (pg)
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5. Dyskusja wynikow

Coraz wigksze zanieczyszczenie S$rodowiska licznymi ksenobiotykami, w tym
szczegolnie zwigzkami zaburzajacymi funkcje uktadu endokrynologicznego, moze by¢ istotng
przyczyng coraz czgstszego wystepowania choroéb neurodegeneracyjnych, obnizenia ptodnosci,
zaburzen uktadu immunologicznego oraz dysfunkcji tarczycy. Benzofenony, stosowane jako
chemiczne filtry UV sg zwigzkami lipofilnymi wchlaniajacymi si¢ przez skore oraz z przewodu
pokarmowego i wiele danych dotyczacych gldwnie benzofenonu-3 wskazuje, ze moga one
zaburza¢ funkcje gonad, tarczycy oraz prowadzi¢ do uszkodzenia komoérek mozgu (Janjua
i wsp., 2004; Jeon i wsp., 2008; Krause i wsp., 2012). W przeciwienstwie do benzofenonu-3,
dziatania benzofenonu-2 na przezywalno$¢ komoérek moézgu 1 funkcje uktadu
immunologicznego w warunkach in vivo nie byly dotychczas badane, natomiast wiadomo, ze

zwigzek ten silniej niz BP-3 zaburza funkcje gonad.

5.1 Wpltyw BP-2 na zywotno$¢ komorek nerwowych

W S$wietle obecnych badan bardzo istotng konsekwencja narazenia na benzofenony
moze by¢ indukowanie czy nasilanie uszkodzen neuronow i w konsekwencji zwigkszania
ryzyka rozwoju chordb neurodegeneracyjnych. Choroba Parkinsona, Alzheimera oraz
stwardnienie boczne zanikowe nalezg do najcz¢sciej wystepujacych chorob, u podtoza ktorych
lezy stopniowa, postepujaca utrata neuronow. Aktualne dane wskazuja, ze apoptoza odgrywa
kluczowa role w patogenezie zaburzen neurodegeneracyjnych (Uttara i wsp., 2009, Li i wsp.,
2014). Warto wspomnie¢, ze zmiany apoptotyczne w neuronach pojawiajg si¢ na wiele lat przed
klinicznymi objawami choroby. Narazenie na niskie stezenia zwigzkow chemicznych, ktore
w krotkim czasie nie powoduja znaczagcych zmian w OUN, w dluzszej perspektywie moga
zaktoca¢ mechanizmy neuroprotekcji. Ztozony patomechanizm choréb neurodegeneracyjnych
sugeruje, ze jednym z czynnikdéw inicjujacych proces chorobowy jest aktywacja apoptozy przez
zwigzki egzogenne, w tym filtry UV (Krzyzanowska i wsp., 2018; Lien i wsp., 2015).
Przeprowadzone badania miaty na celu wykazanie, czy narazenie na BP-2 moze faktycznie
nasila¢ uszkodzenia komoérek mozgu. Wstepne badania in vitro prowadzone w komoérkach
ludzkiej neuroblastomy SH-SYSY faktycznie potwierdzity, ze BP-2 w stosunkowo niskich
stezeniach indukuje proces apoptozy badanych komorek, natomiast w wysokich stezeniach
wywotuje rowniez proces nekrozy. Dziatanie cytotoksyczne byto zalezne od czasu narazenia
na badany zwigzek. Po 24 godzinach hodowli komorek neuroblastomy z wybranymi st¢zeniami

BP-2, nie stwierdzono wptywu badanego zwigzku na uszkodzenia btony komorek okreslane
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pomiarem aktywno$ci LDH w pozywce hodowlanej ani na zywotno$¢ komoérek oceniang
w tescie redukcji MTT. W wyniku wydtuzenia ekspozycji na dziatanie BP-2 do 72 godzin
zaobserwowano zmniejszenie Zywotnosci neuronow, ktoremu towarzyszyt wzrost uwalniania
LDH. Zmiany te sugeruja, ze benzofenon-2 w stezeniach 10* M oraz 10> M indukowat proces
nekrozy. Zmniejszenie redukcji MTT przez komorki odzwierciedla aktywnos$¢ enzymow
mitochondrialnych, co moze by¢ spowodowane zmniejszeniem metabolizmu, a tym samym
zywotno$ci, ale moze rdwniez wynika¢ ze zmian proliferacyjnych komorek. Jednak
rownoczesny wzrost aktywnosci LDH wskazuje na uszkodzenie blony komorkowej, co
w konsekwencji prowadzi do nekrozy. Zmiany nekrotyczne w komorkach obserwowano
jedynie po wysokich stezeniach benzofenonu-2, duzo wyzszych niz jego st¢zenie w mozgu,
wynoszace okoto 107 M. W przeciwienstwie do zmian nekrotycznych, aktywno$¢ glownego
enzymu apoptozy, kaspazy-3 wzrosta w neuronach juz przy niskich stezeniach badanego
zwigzku. Zmiany apoptotyczne zaobserwowano w stezeniach znacznie nizszych niz stezenia
wywolujace nekroze, a wigc w stezeniach, w ktorych badany zwigzek moze wystepowaé
w mozgu. Jednakze aktywacja kaspazy-3 nie jest jednoznacznie zwigzana z apoptoza, gdyz
enzym ten moze by¢ takze zaangazowany w proces migracji, proliferacji i rdznicowania
komorek mozgowych (Garnier i wsp., 2004; Wnuk i wsp., 2018a). W barwieniu Hoechst
zaobserwowano kondensacj¢ chromatyny oraz fragmentacje jadra komodrkowego pod
wplywem niskich st¢zen BP-2, co potwierdzito indukcj¢ apoptozy przez badany zwigzek.
Wiyniki sugeruja, ze benzofenony moga by¢ przyczyna indukceji lub nasilania procesu apoptozy
w komorkach nerwowych, ale nie powinny inicjowa¢ nekrozy. Nalezy zauwazy¢, Zze neurony
byly narazone na dziatanie BP-2 przez maksymalnie 72-godziny, podczas gdy populacja ludzka
moze by¢ narazona przez cate zycie poczawszy od zycia ptodowego. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze filtry UV moga niekorzystnie wplywac na strukture i funkcje komorek nerwowych,
aw konsekwencji by¢ jednym z czynnikoéw zaangazowanych w patogeneze zaburzen
neurodegeneracyjnych. Badania in vitro jednak nie ukazujag w pelni ztozonego $rodowiska
organizmu zywego, zarowno pod wzgledem strukturalnym jak i funkcjonalnym, dlatego po
wykazaniu pro-apoptotycznego dziatania BP-2 in vitro badalam dziatanie tego zwiazku

w warunkach in vivo.

Przeprowadzone badania ex vivo mialy na celu ocen¢ zmian zachodzacych pod
wplywem benzofenonu-2 w dluzszym okresie czasu, lepiej odzwierciedlajagcym narazenie
cztowieka. W pierwszym etapie badan okres$lano przenikanie BP-2 przez skore do krazenia

og6lnego oraz zdolnos¢ tego zwiazku do przechodzenia przez barier¢ krew — mézg. BP-2
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podawany byt na skore, poniewaz jest to gtbwna droga narazenia na benzofenony u ludzi
(Frederiksen i wsp., 2014; Kim i wsp., 2017; Matta i wsp., 2019). Po 4-tygodniowym
podawaniu st¢zenie BP-2 w osoczu, wynosito 0,3 pg/ ml, podczas gdy po hydrolizie catkowity
poziom tego zwigzku byt okoto 7-krotnie wyzszy niz frakcji wolnej. Takze badania in vivo
innych autorow wykazaly, ze benzofenony moga szybko przenika¢ przez skorg do krazenia
ogoblnoustrojowego, poniewaz ich obecnos¢ w osoczu wykazano juz 1 - 2 godzin po aplikacji
(Janjua i wsp., 2008). Stwierdzono takze, ze poziomy benzofenondéw w 0soczu oraz moczu sg
zalezne od pici 1 wynikajg z roznic w metabolizmie, dystrybucji i kumulacji tych zwigzkow
(Janjua i wsp., 2004). Nieliczne dane literaturowe wskazujg, ze w zaleznosci od dawki,
maksymalne st¢zenie BP-2 w surowicy po 30 minutach od podania dozoladkowego, waha si¢
od 0,1 do 1,1 pg/ ml (Schlecht i wsp., 2008). Wsrdd benzofenondéw najwigcej danych dotyczy
absorpcji 1 stezenia benzofenonu-3 we krwi u ludzi i zwierzat doswiadczalnych. U ludzi, ktorzy
stosowali komercyjnie dostgpne preparaty zawierajace BP-3 w ilo$ci 4, 5 oraz 6%, przez krotki
okres czasu (4 dni), stwierdzano odpowiednio $rednie stgzenia w osoczu 170, 195, 210 ng/ml,
natomiast maksymalne stezenia wynosity nawet 530 ng/ml. Dodatkowo maksymalne stezenie
BP-3 w osoczu w 4 dniu bylo znacznie wyzsze niz w pierwszym dniu eksperymentu, co jest
zwigzane z zdolno$cig badanego zwigzku do kumulacji w organizmie. Potwierdza to réwniez
obecno$¢ BP-3 w trzecim dniu po zakonczeniu stosowania preparatow w stezeniu wyzszym niz
20 ng/ml (Matta i wsp., 2019, Tarazona i wsp., 2013, Janjua i wsp., 2008). Wykazane w naszych
badaniach st¢zenie BP-2 w osoczu krwi, pobranej 24 godziny po ostatnim podaniu naskornym
wynosilo okolo 324 ng/ml, co jest zgodne z oznaczonymi poziomami benzofenonoéw, po
doustnym podaniu (Janjua 1 wsp. 2008). Ogdlnie szacuje si¢, ze okoto 10% dawki skornej
benzofenonow jest wchtaniane do krazenia ogdlnego (Jiang 1 wsp., 1999). Jak dotad niewiele
wiadomo na temat stezen filtrow UV w innych tkankach. BP-3 jako zwigzek lipofilowy
gromadzi si¢ w narzadach, zwlaszcza w watrobie, nerkach, §ledzionie i jadrach, a jego stezenia
w tych narzadach szczurdéw sg okoto 10-krotnie wyzsze niz w surowicy (Okereke i wsp., 1994;
Tarazona i wsp., 2013). Stwierdzono rowniez, Zze benzofenony posiadajg dlugi okres pottrwania

bo wynoszacy miedzy 24 - 31 godzin (Matta i wsp., 2019).

Ze wzgledu na brak danych na temat poziomoéw benzofenonu-2 w organizmie po
podaniu naskornym, okreSlono stezenie benzofenonu-2 we Kkrwi, tkankach obwodowych
(watrobie, tkance thuszczowej) oraz strukturach mozgu. W watrobie, organie metabolizujacym
ksenobiotyki, $rednie st¢zenie frakcji wolnej benzofenonu-2 byto prawie czterokrotnie wyzsze

(1354 ng/g tkanki) niz w surowicy. Stezenie catkowite BP-2 bylo prawie 3-krotnie wyzsze
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(3757 ng/g tkanki) niz frakcji wolnej oraz ponad 1,5-krotnie wyzsze niz catkowite st¢zenie
BP-2 w surowicy. Wysokie stezenia BP-2 obserwowane w watrobie, sg zwigzane Z jego
metabolizmem w tym narzadzie. Dodatkowo, benzofenon-2 jest zwigzkiem, ktéry w procesie
biotransformacji nie ulega reakcjom I fazy. W przeciwienstwie do BP-3, benzofenon-2, na
ktory byt narazony Danio rerio, jest metabolizowany wytacznie w reakcjach fazy II (Fol i wsp.,
2017). Badania przeprowadzone na szczurach, ktorym podawano badany zwigzek doustnie
potwierdzaja wczesniejsze wyniki uzyskane w badaniach na rybach. Wykazano, ze produkty
sprzegania benzofenonu-2 byly obecne w znacznie wyzszym stezeniu niz zwigzek macierzysty
zarOwno w surowicy jak i1 moczu (Schlecht 1 wsp., 2008). Badany zwigzek jest szybko
sprzegany, glownie z glukuronianem oraz w mniejszym stopniu z siarczanem i wydalany wraz
moczem. Obecne badania wykazaty, ze wigcej BP-2 w postaci koniugatow wystepowato
W osoczu niz w watrobie, co sugeruje, ze metabolizm tego zwigzku wystepuje rowniez
w innych narzadach (Jeon i wsp., 2008). Jelito moze by¢ kolejnym prawdopodobnym organem
metabolizmu BP-2, poniewaz syntetyczne steroidy, do ktorych benzofenony wykazuja
podobienstwo strukturalne, sa metabolizowane gléwnie w jelitach (Back i wsp., 1990).
Metabolizm oraz aktywno$¢ biologiczna zwigzkéw zalezy od budowy chemicznej oraz
wiasciwosci lipofilowych. Ze wzgledu na lipofilowy charakter BP-2, ktory predysponuje do
kumulacji wykazano stosunkowo wysokie stezenie badanego zwigzku w tkance thuszczowej,
wynoszace 823 ng/g tkanki. W jadrach stezenie BP-2 bylo nizsze i wynosito okoto 150 ng/g
tkanki, co prawdopodobnie zwigzane jest z ochronnym dziataniem bariery krew-jadro.
Najnizsze st¢zenia badanego zwigzku byly obserwowane w strukturach OUN, co moze wynika¢
Z obecnosci czterech grup hydroksylowych w czasteczce BP-2, zwigkszajacych jego
wlasciwosci hydrolifowe w poréwnaniu z benzofenonem-3 1 ostabiajace przechodzenie przez
barier¢ krew-mozg. Niski poziom BP-2 w korze czotowej oraz hipokampie, moze wynikaé
rowniez z faktu, ze zwigzek ten oznaczany byt dopiero po 24 godzinach od ostatniego podania
(jeden punkt czasowy), a wiec we wczesniejszych punktach czasowych jego stgzenie mogto
by¢ wyzsze. Sposrod struktur mozgu najbardziej podatnych na uszkodzenia, wyzsze poziomy
BP-2 wystepowaty w korze czotowej niz w hipokampie, co jest zgodne z czgsto obserwowanym
zjawiskiem wigkszej kumulacji lipofilowych ksenobiotykow w korze mozgowe] niz

w obszarach podkorowych (Garza-Lombo i wsp., 2018; Kajta i wsp., 2013).

Badajac efekty dziatania BP-2 w wybranych strukturach mézgu w przeciwienstwie do
przewidywan, ani w korze czotowej ani w hipokampie nie wykazaliSmy nasilenia stresu

oksydacyjnego ani zwigkszenia poziomu markerow apoptozy, co wskazywatoby na indukcje
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uszkodzenia komorek. Podawanie BP-2 przez okres 4-tygodni na skore nie zmienito poziomu
aktywnej postaci kaspazy-3, enzymu wykonawczego w procesie apoptozy ani kluczowych
biatek regulujacych apoptoz¢ w obu obszarach moézgu. Uzyskane wyniki nie potwierdzilty
zatem naszych wczesniejszych danych z badan in vitro (Broniowska i wsp., 2016), w ktorych
wykazalismy, ze BP-2 obecny w pozywce hodowlanej przez 72 godziny w stezeniach
w zakresie od 0,1 do 100 uM indukowat apoptoze komorek linii SH-SY5Y. W hipokampie
stezenie BP-2 wynosito okoto 0,02 uM, a wigc jest to stezenie nizsze niz te ktore indukowaty
apoptoz¢ w komorkach SH-SYS5Y. Jednak w korze czotowej stgezenie BP-2 byto tylko
nieznacznie nizsze (0,07 uM) od stezen, ktore indukowaty apoptoze w komorkach SH-SYSY.
Co ciekawe, w korze czotowej nie tylko nie obserwowano zmian w markerach apoptozy, ale
narazenie na BP-2 wywotato korzystne zmiany w markerach stresu oksydacyjnego. Zwiazek
ten zmniejszal poziom ROS, zwigkszal catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng i1 obnizat
peroksydacje lipidow, a wigc do pewnego stopnia zwigkszal endogenne mechanizmy
neuroprotekcji. Indukcja catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej przez BP-2 byta
prawdopodobnie przyczyng inaktywacji 1 obnizenia poziomu ROS, a w konsekwencji
zmniejszenia peroksydacji lipidow. Wywotany przez BP-2 wzrost catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej moze wynika¢ z nasilenia syntezy endogennych enzymow
antyoksydacyjnych. Inaczej niz w korze czotowej, w hipokampie nie byto zmian w markerach
stresu oksydacyjnego, co moze wynika¢ z niskiego poziomu BP-2 w tej strukturze. Korzystny
wplyw BP-2 w korze czolowej jest trudny do wyjasnienia, zwlaszcza dlatego, Zze badania
przeprowadzone z innym zwigzkiem z grupy benzofenondw, tj. benzofenonem-3, wykazaty
jego pro-apoptotyczne dziatanie w tej strukturze moézgu (Krzyzanowska i wsp., 2018;
Skorkowska i wsp., 2020). Roznica w dziataniu tych zwigzkéw wynika prawdopodobnie z ich
penetracji do OUN, a ta z kolei z réznic w strukturach chemicznych. Benzofenon-2 jest mniej
lipofilowy niz benzofenon-3, co moze by¢ gldownym powodem jego stabszej penetracji do
mozgu, a zatem braku efektu neurotoksycznego. Z drugiej strony wiadomo, ze nawet niewielka
zmiana w strukturze zwigzku moze znaczaco zmieni¢ jego efekty biologiczne. Na przyktad,
badajac wptyw fluorowanych pochodnych benzofenonu w modelach in vitro, wykazano, ze
w zalezno$ci od struktury chemicznej niektdre z nich wykazuja wiasciwos$ci przeciwutleniajace
(Belluti 1 wsp., 2014). Na podstawie istniejacych danych nie jest mozliwe ustalenie, czy
dziatanie antyoksydacyjne BP-2 w korze czolowej wynika z aktywacji endogennych,
antyoksydacyjnych mechanizméw wyzwalanych przez niskie stezenia zwigzkow

neurotoksycznych czy jest wynikiem wlasciwosci antyoksydacyjnych badanego zwiazku.
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Wydaje si¢ jednak, ze ze wzglgdu na silne wiasciwosci proapoptotyczne BP-2 w badaniach

in vitro, pierwsza sugestia jest bardziej prawdopodobna.

Réznice w dziataniu na komorki mézgu pomigdzy badanym przez nas wczesniej BP-3,
a obecnymi badaniami dotyczacymi BP-2 moga wynikaé nie tylko z budowy chemicznej
zwigzkdw, ale rowniez ze sposobu narazenia. W przypadku BP-3 szczury byly narazone na
jego dziatanie w okresach najsilniejszej neurogenezy, a wiec w trakcie zycia ptodowego oraz
w wieku 6 i 7 tygodni, podczas gdy w obecnych badaniach BP-2 podawany byt zwierzgtom
dorostym (Krzyzanowska i wsp., 2018; Skorkowska i wsp., 2020).

Mozliwe jest takze, ze korzystne dziatanie BP-2 w korze czotowej wynika z nasilania
przez ten zwigzek syntezy hormonow tarczycy, ktore wykazuja dziatanie neuroprotekcyjne.
Stwierdzono bowiem, ze hormony tarczycy takze w mozgu osobnikéw dorostych moga
wptywaé na transkrypcje niektorych gendw, zwlaszcza tych zaangazowanych w regulacje
metabolizmu w moézgu 1 wewnatrzkomorkowe szlaki przekazywania sygnatu,
a W konsekwencji wykazywa¢ dziatanie ochronne na komorki os$rodkowego uktadu

nerwowego (Vallortigara i wsp., 2009; Remaud i wsp., 2014; Wang i wsp., 2015).

5.2 Wplyw BP-2 na funkcje tarczycy

Zwiazki aktywne hormonalnie sg to zwigzki pochodzenia egzogennego, ktére moga
oddziatywa¢ na uktad dokrewny poprzez szereg rdéznych mechanizmow: wiazac si¢ z ich
receptorami, wptywajaC na syntez¢ i wydzielanie hormonow, ich transport oraz metabolizm
I wydalanie. Obecnie coraz wigcej prac wskazuje, ze zwigzki te wptywaja nie tylko na funkcje
hormonoéw plciowych, lecz takze na wydzielanie hormonow tarczycy. Nasilenie wystegpowania
chorob tarczycy wigzane jest takze z nadmierna ekspozycja na ksenobiotyki, w tym szczegodlnie
na zwigzki z grupy EDCs. Poniewaz wykazano, ze benzofenony mogg zaburza¢ funkcje
tarczycy, dlatego w obecnej pracy okreslony zostal wptyw BP-2 na poziom hormonéw
tarczycy. U zwierzat poddanych dziataniu BP-2 poziomy wolnych, aktywnych form zaréwno
T3, bardziej aktywnego hormonu tarczycy, jak i1 T4 byly podwyzszone, podczas gdy poziom
TSH uwalniany z przysadki mézgowej zmniejszyt si¢. Takie zmiany poziomow T3, T4 1 TSH
obserwowano nie tylko 24 godziny po ostatnim podaniu BP-2, ale takze 2 godziny po podaniu,
co $wiadczy o istnieniu ustalonej nadczynnosci tarczycy. W przeciwienstwie do naszych
wynikow, wczesniejsze dane wskazywaly na indukcj¢ przez BP-2 niedoczynnosci tarczycy.
Wykazano bowiem, ze doustne podawanie wysokich dawek BP-2 przez 5 dni samicom szczura

szczepu Sprague Dawley z resekcja jajnikdw nie zmienia poziomu TSH, ale zmniejsza
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catkowite stezenie T3 1 T4 we krwi (Jarry 1 wsp., 2004) lub zwicksza TSH z jednoczesnym
zmniejszeniem catkowitego poziomu T4, ale nie wplywa na poziom T3 (Schmutzler i wsp.,
2007). Jak wykazano w badaniach in vitro, BP-2 moze zaburza¢ homeostaz¢ hormonéw
tarczycy poprzez hamowanie peroksydazy tarczycowej, kluczowego enzymu w syntezie tych
hormonow (Schmutzler 1 wsp., 2007) oraz poprzez bezposrednie dziatanie agonistyczne na
transkrypcje¢ genu zalezng od hormonéw tarczycy ( Hofmann i wsp., 2009). BP-2 ma roéwniez
zdolno$¢ wigzania si¢ z transtyretyna, biatkiem surowicy transportujagcym T4 (Zhang i wsp.,
2016). Roznice pomiedzy obecnymi badaniami wykazujacymi nadczynnos$¢ tarczycy u samcow
szczurdw po 4- tygodniowym podawaniu BP-2 przez skore, a wczesniejszymi danymi
uzyskanymi u samic szczuréw z resekcja jajnikow, ktorym podawano badany zwigzek doustnie
przez krotki okres moga wynikac z roznych powodow (Jarry i wsp., 2004; Schmutzler i wsp.,
2007). Glowna przyczyna tych rozbieznosci wydaje si¢ by¢ zwigzana z rdznicami w stgzeniu
badanego zwigzku we krwi po podaniu naskornym lub doustnym. Okre$lajac poziom BP-2 we
krwi 24 godziny po ostatnim podaniu na skorg, stwierdziliSmy st¢zenie okoto 0,3 pg/ml,
natomiast po podaniu doustnym maksymalne stezenie BP-2 w surowicy obserwowano po
30 minutach i zaleznie od dawki wahato si¢ od 0,1 do 1,1 pg / ml, ale po tym czasie poziom
BP-2 we krwi szybko si¢ obnizat (Schlecht i wsp., 2008). Dane te wykazujg duze rdznice
w szybkosci metabolizmu badanego zwiazku, w zaleznosci od drogi podawania. Dodatkowo
réznice w czasie ekspozycji (4 tygodnie w poréwnaniu do 5 dni), ptci (samice i samce) mogg
by¢ odpowiedzialne za odmienne dzialanie BP-2 na aktywno$¢ osi HPT. Ponadto wycigcie
jajnikow prowadzace do usunig¢cia zrodta 17B-estradiolu i progesteronu moze réwniez wptywac
na syntez¢ hormonow tarczycy. Co wiecej w badaniach przeprowadzonych przez Schlecht
i wsp. (2008) oraz Jarry i wsp. (2004) okreslono catkowite poziomy T3 i T4, podczas gdy
W obecnej pracy badaliSmy biologicznie aktywna, wolng frakcje T3 1 T4, ktorej poziomy

bardziej koreluja ze stanem klinicznym niz catkowite stezenia hormonow tarczycy.

Na podstawie uzyskanych wynikdw nie jest mozliwe wyjasnienie mechanizmu
oddziatywania BP-2 na syntez¢ lub uwalnianie hormonéw tarczycy, poniewaz hamowanie
peroksydazy tarczycowej stwierdzone w badaniu in vitro powinno mie¢ odwrotny skutek. By¢
moze dziatanie BP-2 na receptory estrogenowe beta (ERP), receptory zwigzane z receptorem
estrogenowym (ERR1) 1 ekspresj¢ receptora weglowodoréw aromatycznych (AhR) w tarczycy
prowadzi do zmian w syntezie hormonéw tarczycy (Schlecht i wsp., 2004). Niemniej jednak,
biorgc pod uwage zardwno wzrost poziomu hormonéw tarczycy wywotany przez BP-2

stosowany na skore, jak 1 stymulujace dziatanie tego zwigzku na transkrypcje genu zalezng od
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hormonéw tarczycy wykazang w badaniu in vitro (Hofmann i wsp., 2009), jest mozliwe, ze
zwigzek ten moze by¢ istotng przyczyng nadczynnosci tarczycy. Nie mozna jednak wykluczy¢,
ze wzrost poziomu hormonéw tarczycy jest zmiang kompensujaca ich stabsze dziatanie,
poniewaz stwierdzono, ze BP-2 moze wywiera¢ efekty przeciwne niz hormony tarczycy

(Kim i wsp., 2011).

5.3 Wplyw BP-2 na funkcje jader i poziom hormonéw plciowych

Nieplodnos$¢ stata si¢ nie tylko dramatem par, ale rowniez problemem spotecznym, co
doprowadzito do zakwalifikowania jej jako choroby cywilizacyjnej. Coraz wigksza liczba osob
cierpiagcych z powodu braku potomstwa, nasila poszukiwania przyczyn, mechanizmu oraz
metod leczenia. Przyczyny sa bardzo zlozone, nalezg do nich chroniczny stres, nadmierny
wysitek fizyczny 1 psychiczny, nieprawidlowe odzywianie oraz narazenie na czynniki
srodowiskowe, w tym benzofenony prowadzace do zaburzen hormonalnych. Zaburzenia
ptodnosci u mezczyzn manifestujg si¢ gldwnie poprzez zaburzenia liczby, ruchliwo$ci, budowy
plemnikow oraz ich zywotnosci. Przez ostatnie 40 lat liczba plemnikow w ejakulacie
zmniejszyta sie o 50-60%, co wigzane jest z zanieczyszczeniem $rodowiska zwigzkami, ktore
moga zwigkszac stezenie estrogenow lub obnizacé stezenie testosteronu (Bae i wsp., 2016; Buck
Louis i wsp., 2015; Pollack i wsp., 2015). Zaburzeniami hormonalnymi wystepujacymi
w okresie prenatalnym tlumaczy si¢ obserwowany w ostatnich latach wzrost czgstosci
wystepowania wnetrostwa, spodziectwa oraz zaburzen ptodnosci (Hsieh i wsp., 2007). Ze
wzgledu na kluczowa role testosteronu w procesie spermatogenezy, 0znaczono poziom tego
hormonu zaréwno we krwi jak 1 jadrach szczuréw. Stezenie testosteronu catkowitego we krwi
szczurOw narazonych na dziatanie BP-2 bylo ponad czterokrotnie nizsze w poréwnaniu do
grupy kontrolnej, a stezenie frakcji wolnej testosteronu czyli czynnej biologicznie byto ponad
3 — krotnie nizsze. Podobnie jak we krwi réwniez w jadrach poziom testosteronu catkowitego
byt okoto 4 krotnie nizszy niz u zwierzat kontrolnych. Trudny do wytlumaczenia jest fakt, ze
u zwierzat otrzymujacych BP-2 dochodzilo réwnoczesnie do obnizenia nie tylko poziomu
testosteronu, lecz takze poziomu LH we krwi, gonadotropiny stymulujacej komorki Leydiga
do syntezy testosteronu. Taka zmiana sugeruje, ze przyczyng stabszej syntezy testosteronu
moze by¢ nie uszkodzenie jader lecz dysfunkcja na poziomie przysadki mozgowej lub
podwzgorza. Obnizenie wydzielania LH nie wynika jednak ze zwigkszonego wydzielania
prolaktyny, hormonu ktory hamuje wydzielanie LH, poniewaz poziom prolaktyny nie ulegat
zmianie pod wptywem BP-2. Przyczyna obnizenia sekrecji LH moze by¢ natomiast zwigkszony

poziom 17B-estradiolu, ktéory u samcéw silniej niz u samic w mechanizmie hamujacego
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sprzezenia zwrotnego obniza syntez¢ gonadotropin. Ponadto w podwzgorzu u zwierzat
otrzymujacych BP-2 obserwowano wzrost poziomu receptora ERp a spadek stgzenia AR, mimo
pozniesionego poziomu AR mRNA, co takze sugeruje udzial estrogenu w hamowaniu
wydzialania LH. Takie przesunigcie roéwnowagi pomiedzy syntezg testosteronu,
a 17p-estradiolu moze by¢ spowodowane zwigkszong aktywnos$cig enzymu — aromatazy.
Stwierdzono bowiem, ze ekspresja mRNA aromatazy oraz wzrost jej aktywnosci, enzymu
odpowiedzialnego za przeksztatcenie testosteronu do 17p-estradiolu, jest nasilana przez
benzofenon-2 (Williams i Darbre, 2019). Wzrost aktywno$ci aromatazy, moze wiec by¢
przyczyng podwyzszenia stezenia 17p-estradiolu, ktory dziatajac na podwzgorze i nasilajgc
ujemne sprzgzenie zwrotne moze obniza¢ poziom LH oraz testosteronu (Masterson i wsp.,
2020). Mechanizm dzialania benzofenondw na synteze testosteronu nie jest w petni poznany,
jednakze stwierdzono ze BP-1 zmniejsza powstawanie testosteronu poprzez hamowanie
dehydrogenazy 17-beta-hydroksysteroidowej typu 3 (17p-HSD3), kluczowego enzymu
katalizujacej przeksztatcanie androstendionu do testosteronu (Nashev i wsp., 2010). Zgodnie
z wynikami obecnych badan korelacje¢ pomigdzy narazeniem na dziatanie benzofenonow,
a obnizeniem poziomu testosteronu we Kkrwi wykazano takze w nielicznych badaniach
u mezezyzn (Janjua i wsp., 2004; Scinicariello i Buser, 2016). Podobng zaleznos¢ stwierdzono
takze w grupie chlopcow w wieku 13-19 lat, gdzie testosteron pelni kluczowa role

w prawidlowym dojrzewaniu (Scinicariello i Buser, 2016).

Ze wzgledu na wykazane zaburzenia w syntezie hormonow ptciowych oraz wtasciwosci
estrogenne i antyandrogenne benzofenonu-2, w niniejszej pracy oceniono zmiany
podstawowych parametrow nasienia szczur6w narazonych na BP-2. Stwierdzono, ze badany
zwigzek obniza calkowitg liczbe plemnikéw a dodatkowo plemniki czes$ciej wykazywaty
zmiany morfologiczne dotyczace glowki. Liczba plemnikdéw poruszajacym si¢ ruchem
progresywnym, a wiec kluczowym dla procesu zaptodnienia, byta obnizona, natomiast
zwiekszony byl odsetek plemnikow o ruchu nieprogresywnym lub catkiem nieruchomych.
Otrzymane wyniki sg spdjne z doniesieniami literaturowymi, w ktorych wykazano zaklocenie
procesoOw wytwarzania gamet pod wptywem BP-2 u ryb (Bliithgen i wsp., 2012; Weisbrod
i wsp., 2007). Podobne wyniki uzyskano w badaniu okre$lajagcym korelacje pomiedzy
stezeniem benzofenonéw w moczu, a wybranymi parametrami nasienia. U me¢zczyzn stgzenie
BP-2 bylo zwigzane z obnizong liczbg plemnikoéw oraz mniejszym odsetkiem plemnikow
poruszajacych si¢ ruchem progresywnym, a dodatkowo w nasieniu wystgpowata zwigkszona

liczba plemnikow niedojrzatych (Buck Louis i wsp., 2015). Zmiany te moga wplywac na
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ptodnos¢ par, co zostato wykazane w badaniu kohortowym, gdzie obecno$¢ benzofenonéw byta
zwigzana z 31% wydluzeniem czasu oczekiwania na cigze (Louis i wsp., 2014). Ostatnie
badania wskazuja na obecno$¢ benzofenondéw nie tylko we krwi i moczu, lecz takze w plynie
nasiennym oraz na zaburzanie przez te zwigzki nie tylko powstawania prawidlowych
plemnikéw, ale takze procesu zaptodnienia poprzez aktywacj¢ kanatow CatSper Ca2+
(Frederiksen i wsp., 2020; Kim i wsp., 2011; Ledén i wsp., 2010). Dodatkowo, u myszy
narazeniec na BP-2 zwigzane jest ze zwigkszonym wystepowaniem u potomstwa wady
wrodzonej narzadow plciowych, jaka jest spodziectwo (Hsieh i wsp., 2007; Weisbrod i1 wsp.,
2007). W przeciwienstwie do badanego zwiazku, BP-3 nie powoduje zmian w ukladzie
ptciowym u osobnikoéw dorostych (Adoamnei i wsp., 2018; Daston i wsp., 1993), natomiast
wykazano, ze zwigzek ten w wysokich dawkach stosowany u matek, moze powodowaé
U potomstwa obnizong liczbe plemnikdw, zmiany masy ciata i organdw, a takze zaburzenia
drugorzedowych cech ptciowych (Chen i wsp., 2016; Nakamura i wsp., 2015). Zmiany
w uktadzie rozrodczym moga by¢é zwigzane ze zmieniong réwnowagg pomigdzy
17B-estradiolem i testosteronem w wyniku bezposredniego oddziatywania benzofenonéw lub
poprzez zaburzenia poziomdéw hormondéw tarczycy, ktore jak wiadomo prowadza do zmian
pozioméw hormondéw piciowych. Co ciekawe, BP2 wptywa na ekspresje gendow biatek
zaangazowanych w proces wytwarzania hormondéw w sposob odwrotny do odziatywania
trojjodotyroniny. Badania molekularnego mechanizmu dziatania BP2 na proces steroidogenezy
sugeruja, ze zwigzek ten dziata czgsciowo jako antagonista hormonéw tarczycy (Kim i wsp.,
2011). Bezposrednim powodem zaburzenia procesu spermatogenezy jest znaczne obnizenie
poziomu testosteronu, jednak nie obserwowali$my zmian, ani na poziomie mRNA ani biatka,
W receptorach dla androgenéw w jadrach. Natomiast poziom receptorow ERa 1 ER[ byt
obnizony, mimo wzrostu w mRNA, a receptora blonowego GPR30 podwyzszony. Zmiana
w gestosci ERa i ERB przy rownoczesnie podniesionym poziomie 17f3-estradiolu we krwi,
wydaje si¢ zmiang korzystng, zabezpieczajacg przed zbyt silnym dziatanie estrogenu w jadrach,
poniewaz estrogeny mogg promowa¢ pochtanianie komorek Leydiga przez makrofagi.
Natomiast wzrost w poziomie receptora blonowego, GPR30 w jadrach w $wietle danych, ze
niektore zwigzki zaburzajace funkcje endokrynne np. bisfenol A dziatajac przez ten receptor

zwiekszaja ryzyko rozwoju raka jader wydaje si¢ zmiang niekorzystng (Chimento i wsp., 2014).

5.4 Wplyw BP-2 na uklad immunologiczny

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono dziatanie immunostymulujace

benzofenonu-2. Zmiany te byly nieoczekiwane, poniewaz nieliczne dotychczasowe badania
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wskazywaly raczej na dzialanie immunosupresyjne tego zwigzku (Frikeche i wsp., 2015).
W obecnej pracy wykazano, ze benzofenon-2 nie zmienia masy grasicy i $ledziony, czyli
odpowiednio pierwotnego i wtornego narzadu limfatycznego. Wykazano réwniez brak rdznic
W komodrkowosci  grasicy lub $ledziony miedzy zwierz¢tami otrzymujacymi BP-2,
a zwierzgtami kontrolnymi. Badany zwigzek nie wptywat na aktywnos¢ LDH, czyli nie
wykazal dziatania cytotoksycznego, natomiast nasilal, a nie zmniejszal aktywno$¢
metaboliczng, a tym samym zywotno$¢ tymocytow i splenocytow. Zmiany te, tacznie z faktem,
ze nie stwierdzono zmian w liczbie leukocytow we krwi, wskazuja na brak toksycznego
dziatania badanego zwiazku na komorki uktadu immunologicznego. W przeciwienstwie do
BP-2, benzofenon-3 indukowal cytotoksyczno§¢ tymocytow, zwigzang z wzrostem
wewnatrzkomorkowego stezenia jondw cynku, prowadzac do wzrostu podatnosci komorek na

stres oksydacyjny (Utsunomiya i wsp., 2019).

Wedtug nielicznych danych literaturowych pochodzacych wylacznie z badan in vitro,
BP-2 powinien hamowa¢ immunoreaktywno$¢, podczas gdy otrzymane wyniki wskazuja, ze
niektore funkcje komorek ukltadu immunologicznego ulegly nasileniu. W przypadku
splenocytow u zwierzat otrzymujacych BP-2 komorki te wykazywaly zaréwno wyzsza
aktywno$¢ metaboliczng, jak i stymulowang mitogenami aktywno$¢ proliferacyjng. Gtowna
funkcjg S$ledziony jest aktywacja limfocytow biorgcych udzial w usuwaniu patogenow
zawartych we krwi. Aktywacja zarowno proliferacji, jak i1 aktywno$ci metabolicznej
splenocytow przez BP-2 powinna zwigkszy¢ ich zdolno$¢ do zwalczania patogenow.
Szczegolnie silna aktywnos$¢ proliferacyjna zostata wykazana po stymulacji konkanawaling A,
mitogenem glownie limfocytow T. RoOwniez po zastosowaniu wyzszego stgzenia
konkanawaliny A i po traktowaniu LPS, ktory uwazany jest za bardziej skuteczny w stymulacji
limfocytow B, zaobserwowano okolo dwukrotnie wyzsza aktywno$¢ proliferacyjna
splenocytow szczurdw otrzymujacych BP-2 niz zwierzat kontrolnych. Wydaje sie, ze BP-2
moze stymulowac proliferacj¢ zarowno limfocytow T, jak 1 limfocytow B, a zatem moze
zwieksza¢ odporno$¢ komorkowsg i humoralng. Poprzednie badania in vitro wskazuja, ze BP-2
przesuwa roéwnowage miedzy limfocytami Thl i Th2 w kierunku odpowiedzi Th2, a tym
samym moze powodowac lub nasila¢ choroby alergiczne (Rachon 1 wsp., 2006). Na podstawie
naszych badan, w ktorych okreslilismy jedynie proces proliferacji limfocytow, ale nie ich
réznicowanie, nie bylo mozliwe ustalenie, czy w rzeczywistosci zwigkszona proliferacja
limfocytéw T obserwowana u szczurdw otrzymujacych BP-2 w wigkszym stopniu prowadzita

do produkcji limfocytéw Th2 niz Thl. Na podstawie istniejagcych danych nie jest mozliwe
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okreslenie, czy zwigkszona aktywnos¢ proliferacyjna splenocytow obserwowana u zwierzat
otrzymujacych BP-2 byla zwigzana z dziataniem tego zwigzku na receptory estrogenowe.
Niektére badania wykazuja, ze estrogeny nasilajg proliferacj¢ komorek T §ledziony (Priyanka
i wsp., 2013; Zhou i wsp., 2011), natomiast indukcja atrofii grasicy jest dobrze znanym
dziataniem estrogenu i ten efekt nie byl obserwowany u szczurow otrzymujgcych BP-2. Oprocz
stymulujagcego wpltywu na aktywno§¢ metaboliczng i proliferacyjna splenocytow, BP-2
zwigkszat zywotno$¢ tymocytow i uwalnianie NO zaré6wno z komorek grasicy, jak i $ledziony.
Tlenek azotu odgrywa wazng role w odpowiedzi immunologicznej na czynniki zakazne i jest
gléwnie wydzielany przez monocyty i makrofagi, ale takze przez limfocyty (Karpuzoglu i wsp.,
2006). Estrogeny zwickszaja poziom NO uwalnianego ze splenocytow, tak wigc wzrost
uwalniania tlenku azotu w wyniku dzialania BP-2, moze by¢ zwigzany ze stymulacja
receptorow estrogenowych (Karpuzoglu i wsp., 2006). Nie mozna jednak wykluczy¢, ze wpltyw
BP-2 na aktywno$¢ uktadu odporno$ciowego, obserwowany w niniejszym badaniu, byt
réwniez zwigzany z nadczynnos$cia tarczycy, ktora wystapita u zwierzat narazonych na ten
zwigzek. Stwierdzono bowiem, ze nadczynno$¢ tarczycy zwykle zwiecksza aktywnos¢ komorek
odpornosciowych, a wigc wywotuje zmiang, ktora byta obserwowana w zastosowanym modelu
podawania BP-2. Liczne badania wskazuja, ze hormony tarczycy wptywaja na funkcjonowanie
prawie wszystkich komoérek ukladu odpornosciowego, w tym tymocytow i splenocytow
(Savino i wsp., 1990; Varedi i wsp., 2014). Na przyktad wykazano, ze stan nadczynnosci
tarczycy istotnie potggowal indukowang mitogenem proliferacj¢ limfocytéw (Varedi 1 wsp.,
2014), a zatem efekt obserwowany rowniez w naszych badaniach prowadzonych u zwierzat
z podwyzszonym poziomem hormondw tarczycy. Podsumowujac, 4-tygodniowe podawanie
BP-2 na skore samcom szczurow Wistar spowodowato nadczynnos¢ tarczycy oraz zwigkszato
aktywno$¢ splenocytow 1 tymocytow. Wydaje si¢, ze nadczynnos$¢ tarczycy mogla by¢
odpowiedzialna za zmian¢ aktywnos$ci uktadu odpornosciowego, ale tylko przyszte badania

mogg potwierdzi¢ to przypuszczenie 1 wyjasni¢ mechanizm tej interakcji.

5.5 Wplyw BP-2 na parametry hematologiczne

Aktualnie nie ma doniesien dotyczacych wplywu BP-2 na komodrki krwi, ale
w warunkach in vitro wykazano, ze pochodna benzofenonu, garcynol, indukuje apoptoze
ludzkich erytrocytow przez zwigkszanie produkcji ROS, zmniejszanie syntezy ATP oraz
zwickszanie aktywnosci Ca?* w cytoplazmie (Fazio i wsp., 2015). W naszych poprzednich
badaniach stwierdziliSmy, Ze benzofenon-3 obniza poziom erytrocytow oraz stgzenie

hemoglobiny a zwigksza liczbe plytek krwi (Skorkowska et al., 2020). W przeciwienstwie do
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niekorzystnych efektoéw BP-3 i garcynolu, 4-tygodniowe narazenie samcOw szczura na BP-2
nie wywotato zmian w liczbie leukocytow, erytrocytéw i ptytek krwi, ani nie wptyneto na

morfologi¢ 1 zawarto§¢ hemoglobiny w erytrocytach.
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6. Podsumowanie

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze benzofenon-2 wplywa na komorki
centralnego systemu nerwowego, aktywno$¢ uktadu immunologicznego, funkcje tarczycy oraz

proces spermatogenezy, natomiast nie zmienia parametrow hematologicznych.

Wyniki badan in vitro dotyczace wptywu BP-2 na zywotnos¢ komorek nerwowych
wykazaty, ze badany zwigzek juz w niskich st¢zeniach wywierat dzialanie pro-apoptotyczne,
aw wysokich stezeniach obserwowano rowniez jego dziatanie nekrotyczne. Wyniki te sg
spojne z doniesieniami literaturowymi, dotyczacymi neurotoksycznego dzialania innych
pochodnych benzofenonu. Jednak model in vitro, w ktorych badalismy wptyw BP-2 wylacznie
na neurony, nie uwzglednia wptywu innych komoérek mézgu m.in. astrocytéw i mikrogleju ani
wptywu zmian zachodzacych na obwodzie i dlatego wyniki tych badan nie zawsze przektadaja
si¢ na zmiany zachodzace w Zzywym organizmie. Ze wzgledu na ograniczenia metody in vitro,
przeprowadzono badania w modelu zwierzecym, w ktorym narazano na benzofenon-2 doroste
samce szczuréw Wistar, przez okres 4 tygodni. Wykazano, ze BP-2 po podaniu naskérnym
wchtania si¢ do krwi 1 przechodzi do mézgu przez barierg krew-mozg, chociaz jego stgzenia
W wybranych strukturach moézgu (hipokamp i kora czotowa) byly niskie. W przeciwienstwie
do badan in vitro, w warunkach in vivo BP-2 nie indukowatl procesu apoptozy a przeciwnie
W korze czotowej zwiekszat aktywno$¢ antyoksydacyjng i obnizat poziom reaktywnych form
tlenu oraz peroksydacje lipidow. Takie nieoczekiwane korzystne efekty BP-2 w korze czolowe;j
moga jednak wynika¢ nie z jego neuroprotekcyjnego dziatania lecz z odpowiedzi adaptacyjnej
organizmu indukowanej niskim st¢zeniem neurotoksycznego ksenobiotyku. Nie mozna takze
wykluczy¢, ze kolejne ekspozycje lub wydluzenie czasu ekspozycji spowoduje niewydolnos¢

mechanizmow kompensacyjnych prowadzac do inicjacji proceséw patologicznych.

Badajac wptyw BP-2 na funkcje tarczycy, stwierdziliSmy podwyzszone poziomy
hormonoéw tarczycy, podczas gdy poziom TSH uwalniany z przysadki mozgowej obnizyt sie.
Takie zmiany poziomow fT3, fT4 oraz TSH, s$wiadcza o nadczynno$ci tarczycy.
W przeciwienstwie do naszych wynikow wezeéniejsze badania in vitro oraz in vivo wskazywaty
na indukcj¢ przez BP-2 niedoczynnosci tarczycy. Zarowno nadmiar jak 1 niedobor hormonow
tarczycy jest jednak zmiang niekorzystna, zaburzajaca metabolizm i powodujaca zmiany
w funkcjonowaniu innych uktadéw organizmu. Co wigcej, wywolana przez BP-2 nadczynnos$¢
tarczycy mogta by¢ takze przyczyng nasilenia aktywnosci uktadu immunologicznego.

Stwierdzili$my bowiem, ze BP-2 nasila aktywno$¢ metaboliczng i1 proliferacyjng splenocytoéw,
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zwicksza zywotno$¢ tymocytéw oraz uwalnianie NO zaré6wno z komorek grasicy, jak
I Sledziony. Wedlug nielicznych danych literaturowych pochodzacych wylacznie z badan
invitro, BP-2 powinien hamowaé¢ immunoreaktywnos¢, podczas gdy otrzymane wyniki
wskazuja, ze niektore funkcje komorek uktadu immunologicznego ulegly nasileniu. Nasilanie
przez BP-2 zywotnosci, proliferacji i funkcji limfocytow moze z jednej strony zwigkszaé
zdolno$¢ ukladu immunologicznego do zwalczania drobnoustrojéw, jednak moze takze
zwigkszac ryzyko rozwoju chorob alergicznych lub choréb o podiozu autoimmunologicznym.
Dlatego dla pelniejszej oceny konsekwencji wptywu BP-2 na aktywno$¢ uktadu
immunologicznego konieczne sg dalsze badania, w tym okreslenie jego dziatania na proces

réznicowania limfocytow.

W przeciwiefstwie do zmian wywotanych narazeniem na BP-2 w komoérkach OUN
i aktywnosci uktadu immunologicznego, ktorych konsekwencje sa obecnie trudne do
przewidzenia, badany zwigzek wyraznie niekorzystnie wplywa zaré6wno na poziom hormonéow
plciowych jak i proces spermatogenezy. U szczuréw narazonych na dziatanie BP-2 wykazano
silne obnizenie poziomu testosteronu (catkowitego i aktywnej formy wolnej) we krwi oraz
W jadrach (frakcja catkowita) a zwigkszenie poziomu 17B-estradiolu we krwi. Zwigkszony
poziom 17p-estradiolu, ktory w mechanizmie hamujacego sprz¢zenia zwrotnego u samcow
silnie obniza syntez¢ gonadotropin moze by¢ przyczyna obnizenia poziomu LH i testosteronu.
Zmianom poziomu hormondow towarzysza zmiany parametrOw nasienia. Stwierdzono, ze
badany zwiazek obniza catkowita liczbe plemnikow a zwigksza liczbe plemnikéw
wykazujacych zmiany morfologiczne. Wptyw takze na ruchliwo$¢ plemnikow, obnizajac liczbe
plemnikéw poruszajagcym si¢ ruchem progresywnym, a wigc kluczowym dla procesu

zaplodnienia.

Przeprowadzone badania potwierdzily niekorzystny wptyw benzofenonu-2 na funkcje
jader a takze po raz pierwszy wykazaly dziatanie tego zwigzku na osrodkowy uktad nerwowy,
uktad immunologiczny oraz morfologi¢ krwi (brak zmian). W przeciwienstwie do badan
in vitro badania in vivo nie wykazaty neurotoksycznego dziatania BP-2 u zwierzat dorostych.
Jednak poniewaz BP-2 przechodzi przez bariere krew-mozg, nie mozna wykluczy¢ takiego
dzialania przy dluzszym narazeniu a zwlaszcza narazeniu w okresie prenatalnym czy wczesno
postnatalnym, poniewaz w tym okresie komoérki uktadu nerwowego sg najbardziej podatne na
uszkodzenia. Takze okres$lenie konsekwencji aktywacji uktadu immunologicznego przez
badany zwigzek wymaga dalszych badan, a zwlaszcza wykluczenia mozliwosci nasilania

reakcji alergicznych c¢zy autoimmunizacyjnych. Poniewaz wykazano jednoznacznie
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niekorzystne dziatanie benzofenonu-2 na synteze¢ hormonow piciowych 1 proces
spermatogenezy, dlatego potwierdzenie tego dziatania w innych modelach narazenia
I okreslenie mechanizmu tego efektu, moze by¢ kluczowe dla wprowadzenia ograniczen

w stosowaniu benzofenondw.
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7. Wnioski

. W badaniach in vitro benzofenon-2 w wysokich stezeniach, dziatal nekrotycznie na

komorki nerwowe, natomiast w nizszych stezeniach indukowat proces apoptozy.

. Po podaniu na skore benzofenon-2 wchtaniat si¢ do krazenia ogdlnego a jego stezenie
w surowicy po 24 h od ostatniego podania wynosito okoto 0,3 pg/ml. W stosunkowo
wysokich stezeniach badany zwiagzek wystgpowatl w watrobie oraz tkance ttuszczowe;j

(odpowiednio 1,3 oraz 0,8 ug/g tkanki).

Benzofenon-2 przechodzi przez barier¢ krew-mozg, jednak w przeciwienstwie do
tkanek obwodowych w strukturach mozgu jego stezenie jest niskie (hipokamp — 5 ng/g

tkanki; kora czotowa 16 ng/g).

. W badaniach ex vivo BP-2 nie wywotuje procesu apoptozy w hipokampie i korze
czotowej, natomiast w korze czotowej zwigksza catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna,
obniza poziom ROS oraz poziom peroksydacji lipidow. Dzialanie antyoksydacyjne
BP-2 jest prawdopodobnie zwigzane z aktywacja endogennych mechanizmow

antyoksydacyjnych.

. Nadczynno$¢ tarczycy wywotana narazeniem na dziatanie benzofenonu-2, przejawia si¢
wzrostem poziomu aktywnych biologicznie form hormonéw tarczycy (fT3, fT4) oraz

obnizeniem poziomu TSH.

Benzofenon-2 nasilat funkcje uktadu immunologicznego zwigkszajac stymulowang
mitogenami aktywno$¢ proliferacyjna splenocytow oraz nasilajac uwalnianie NO przez
splenocyty i tymocyty. Benzofenon-2 nie dziala cytotoksycznie na tymocyty

i splenocyty, natomiast nasila ich aktywno$¢ metaboliczna.

Benzofenon-2 zaburzat poziom hormonéw piciowych obnizajac poziom testosteronu
we krwi i jadrach, a zwigkszajac poziom 17p-estradiolu we krwi. Obnizony poziom
testosteronu moze wynikac¢ ze zmniejszonej sekrecji LH, natomiast nie wynika ze zmian

w uwalnianiu prolaktyny.
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8. Benzofenon-2 zaburzal proces spermatogenezy prowadzac do obnizenia liczby
I ruchliwo$ci  plemnikéw oraz  zwigkszajac  czesto$¢  wystepowania  zmian
morfologicznych. Zaburzenia procesu spermatogenezy wydaja si¢ wynika¢ gtdownie ze
znacznego obnizenia syntezy testosteronu oraz zaburzenia rownowagi pomig¢dzy

testosteronem a 17f-estradiolem.

9. Benzofenon-2 nie wptywat na parametry hematologiczne.
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8. Streszczenie

W niniejszej pracy przedmiotem badan byt chemiczny filtr UV, 2,2°4.4’-
tetrahydroksybenzofenon, zwany rowniez benzofenonem-2. Badany zwigzek podobnie jak cata
grupa pochodnych benzofenonu nalezy do zwigzkow hormonalnie czynnych (Endocrine
Disruptor Chemicals; EDC). Zwigkszajace si¢ narazenie cztowieka na te zwigzki, moze by¢
zwigzane z uposledzeniem niektorych funkcji organizmu. Wiasciwosci lipofilowe, zdolnos¢ do
kumulacji w organizmie oraz fakt, ze filtry UV stosowane sg na duzg powierzchnig¢ ciata i czgsto
przez caly okres zycia powoduje, ze zwigzki te mogg wywotywac niekorzystne efekty nie tylko
na obwodzie, ale takze moga ostabia¢ przezywalnos¢ komorek mozgu. Dotychczas efekty
dziatania BP-2 sg bardzo stabo zbadane, a wplyw tego zwigzku na komorki mézgu, aktywnosé
uktadu immunologicznego czy parametry hematologiczne w warunkach in vivo nie byt w ogole

przedmiotem badan.

Glownym celem podjetych badan byto okreslenie zdolnosci BP-2 do przechodzenia
przez barier¢ krew-mozg 1 jego wptywu na przezywalnos¢ komorek nerwowych. We wstepnych
badaniach in vitro okre$lono potencjalne, cytotoksyczne i pro-apoptotyczne dziatania BP-2
W linii komorkowej ludzkiej neuroblastomy SH-SYS5Y. Po 72-godzinnym narazeniu komorek
na dziatanie benzofenonu-2 okreslono zywotno$¢ (test redukcji MTT), poziom uwalnianej
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) do pozywki (marker nekrozy) oraz aktywnos¢ kapsazy-3
(marker apoptozy) wraz z oceng procesu apoptozy z zastosowaniem barwienia Hoescht.
Przedstawione w niniejszej pracy wyniki §wiadcza o nekrotycznym dziataniu benzofenonu-2
W wysokich, u czlowieka praktycznie nieosiggalnych stezeniach, natomiast w nizszych

stezeniach, zwigzek ten wykazat dzialanie proapoptotyczne.

Ze wzgledu na ograniczenia metody in vitro, przeprowadzono badania na modelu
zwierzecym, w ktorym BP-2 podawany byt na skorg (gléwna droga narazenia na ten zwigzek
u ludzi) dorostym samcom szczuréw Wistar przez okres 4 tygodni. W badaniach ex vivo,
oznaczano poziom tego zwigzku w strukturach mézgu oraz wybranych tkankach obwodowych.
W celu okreslenia wptywu benzofenonu-2 na wybrane uktady organizmu oznaczono st¢zenie
wolnej frakeji oraz frakcji caltkowitej (zwiazek macierzysty oraz jego metabolity: glukuronian
i siarczan) metodg LC/MS. Wykazano, ze badany zwigzek wchtania si¢ przez skore do krazenia
ogblnego, uzyskujac w surowicy krwi wysokie st¢zenia. Zgodnie z przewidywaniami
W watrobie oraz tkance tluszczowej st¢zenie badanego zwigzku byto znacznie wyzsze niz

w surowicy. W przeciwienstwie do tkanek obwodowych w strukturach moézgu stezenie
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benzofenonu-2 byto niskie, co moze wynika¢ z obecnosci czterech grup hydroksylowych
W czasteczce tego zwigzku, zwigkszajacych jego wiasciwosci hydrofilowe oraz ostabiajacych

przechodzenie przez barier¢ krew-mozg.

Celem okreslenia potencjalnego, neurodegeneracyjnego dziatania BP-2 w najbardziej
wrazliwych na uszkodzenia strukturach moézgu, to znaczy hipokampie 1 korze czotowej,
oceniono wptyw tego zwigzku na markery stresu oksydacyjnego (ROS, catkowita aktywnos$¢
antyoksydacyjna, peroksydacja lipidow) oraz procesu apoptozy (poziomy formy aktywnej
kaspazy-3 oraz gléwnych biatek regulujgcych proces apoptozy - Bax i Bcl), czyli procesow
lezacych u podstaw chordb neurodegeneracyjnych. W modelu zwierzgcym BP-2 nie nasilat
procesu apoptozy w hipokampie i korze czotowej, natomiast w korze czolowej zwigkszat
calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna, obnizat poziom ROS oraz proces peroksydacji lipidow.
Korzystne dziatanie BP-2 w korze czolowej jest prawdopodobnie zwigzane z aktywacja
endogennych mechanizmow antyoksydacyjnych. Nie mozna jednak wykluczyé, ze wzrost
stezenia lub czasu ekspozycji moze spowodowaé niewydolnos¢ mechanizmow

kompensacyjnych i1 doprowadzi¢ do inicjacji apoptozy.

BP-2, jako zwigzek zaburzajacy funkcje endokrynne moze takze wptywac na powigzany
z uktadem hormonalnym uktad immunologiczny, dlatego kolejnym celem naszych badan byto
okreslenie wptywu tego zwigzku na wybrane funkcje uktadu immunologicznego. Okreslono
wpltyw BP-2 na mase catkowitg i wzgledng oraz komoérkowo$é pierwotnego (grasicy) oraz
wtérnego (Sledziony) narzadu limfatycznego. Oceniono funkcje splenocytow (aktywnosé
proliferacyjng podstawowa 1 stymulowang mitogenami — konkanawaling A oraz LPS),
aktywno$¢ metaboliczng (test rezasuryny), efekty cytotoksyczne (uwalnianie LDH) oraz
produkcje tlenku azotu. Funkcje tymocytéw okreslono poprzez pomiar aktywnos$ci
metabolicznej, zywotnosci oraz zdolnosci do uwalniania tlenku azotu. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze BP-2 nie wptywa na mase grasicy i $ledziony oraz nie dziata cytotoksycznie na
badane narzady limfatyczne. Narazenie na BP-2 nasilito immunoreaktywno$¢ zwigkszajac
aktywnos$¢ proliferacyjna splenocytow oraz aktywnos$¢ metaboliczng, Zywotno$¢ i zdolno$¢ do
produkcji tlenku azotu zarowno przez splenocyty jak i tymocyty. Obserwowany stymulacyjny,
pozornie korzystny efekt BP-2 na uktad immunologiczny wymaga jednak dalszych badan,
poniewaz takie dziatanie moze rowniez zwigksza¢ ryzyko rozwoju chorob alergicznych lub

chorob autoimmunizacyjnych.

Poniewaz wecze$niejsze dane literaturowe wykazaty, ze BP-2 zaburza dziatanie
hormonéw plciowych i wplywa na synteze¢ hormondéw tarczycy, dlatego w zastosowanym
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modelu oceniono wptyw BP-2 na poziom hormonoéw tarczycy i hormonéw ptciowych we krwi
oraz ekspresje receptoréw estrogenowych (ERa, ERB, GPR-30), androgenowych (AR)
I progesteronowych (PR) w podwzgérzu metoda RT- PCR oraz Western Blot.
W przeciwienstwie do wczesniejszych, nielicznych danych BP-2 nie obnizyl poziomu
hormonéw tarczycy lecz wywotal nadczynno$¢ tarczycy, zwickszajac poziomy fT3 i T4

a obnizajac stezenie TSH we krwi.

Okreslajac stezenie hormondéw piciowych, wykazano znaczne obnizenie poziomu
testosteronu, a zwigkszenie stezenia 17p-estradiolu we krwi. Obnizony poziom testosteronu we
krwi, frakcji catkowitej oraz czynnej biologicznie frakcji wolnej, ktoremu towarzyszyt
zwigkszony poziom 17B-estradiolu oraz obnizony poziom LH, sugeruje dysfunkcje na
poziomie przysadki i/lub podwzgodrza a takze mozliwos¢ zbyt silnego dziatania 17p3-estradiolu
na mechanizm sprzezenia zwrotnego regulujacego aktywno$é osi podwzgorze-przysadka

mobzgowa - jadra.

Narazenie na zwigzki hormonalnie czynne, w coraz wigkszym stezeniu wystepujace
obecnie w Srodowisku, uwazane jest za istotng przyczyne¢ obnizajacej si¢ ptodnosci mezczyzn.
Celem okreslenia wptywu BP-2 na funkcje jader okreslano liczbe, ruchliwos¢ i morfologie
plemnikéw oraz ekspresje receptoréw hormonéw piciowych w jadrach. Podobnie jak we krwi
poziom testosteronu w jadrach byt obnizony, co moglo mie¢ wpltyw na parametry nasienia,
bowiem wykazano, ze badany zwigzek obnizat liczbe i ruchliwos¢ plemnikow a zwigkszat

liczbe plemnikow wykazujacych zmiany morfologiczne.

Przeprowadzone badania po raz pierwszy wykazaly dziatanie benzofenonu-2 na
osrodkowy uktad nerwowy, uktad immunologiczny oraz morfologi¢ krwi (brak zmian) a takze
potwierdzity niekorzystny wptyw tego zwigzku na funkcje jader. W przeciwienstwie do badan
in vitro badania in vivo nie wykazaly neurotoksycznego dziatania BP-2 u zwierzat dorostych.
Jednak poniewaz BP-2 przechodzi przez barier¢ krew-moézg, nie mozna wykluczy¢ takiego
dzialania przy dluzszym narazeniu a zwlaszcza narazeniu w okresie prenatalnym czy wczesno
postnatalnym, poniewaz w tym okresie komorki uktadu nerwowego sg najbardziej podatne na
uszkodzenia. Takze okres$lenie konsekwencji aktywacji uktadu immunologicznego przez
badany zwigzek wymaga dalszych badan, a zwlaszcza wykluczenia mozliwo$ci nasilania
reakcji alergicznych czy autoimmunizacyjnych. Poniewaz wykazano jednoznacznie
nickorzystne dziatanie benzofenonu-2 na synteze hormondéw plciowych 1 proces
spermatogenezy, dlatego okreslenie dokladnego mechanizmu tego efektu, mogloby sie¢
przyczyni¢ do wprowadzenia ograniczen w stosowaniu benzofenonow.

110



0. Abstract

In this study, the subject of research was a chemical UV filter, 2,2'4.4-
tetrahydroxybenzophenon, also called benzophenone-2. The test compound, like the whole
group of benzophenone derivatives, belongs to the hormonally active compounds (Endocrine
Disruptor Chemicals; EDC). Increasing human exposure to these compounds may be associated
with an impairment of some functions of the organism. Lipophilic qualities, the ability to
accumulate in the organism and the fact that UV filters are applied to a large area of body and
often throughout the entire life cycle may lead to adverse effects of BP-2 not only on the
periphery, but also on the brain by weakening the survival of neuronal cells. To date, the effects
of BP-2 are very poorly studied, and the effect of this compound on brain cells, immune system

activity and hematological parameters in vivo has not been studied at all.

The main goal of the study was to determine the ability of BP-2 to cross the blood-brain
barrier and its effect on the survival of nerve cells. Initial in vitro studies identified the potential
cytotoxic and pro-apoptotic effects of BP-2 on the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line.
After 72-hour exposure of cells to benzophenone-2, viability (MTT reduction test), level of
lactate dehydrogenase (LDH) released into the medium (necrosis marker) and capase-3 activity
(apoptosis marker) were determined along with an assessment of the process of apoptosis using
Hoescht staining. The results presented in this paper prove the necrotic effect of
benzophenone-2 in high, practically unattainable concentrations in humans, while in lower

concentrations this compound showed proapoptotic effects.

Due to the limitations of the in vitro method, studies were conducted in an animal model
in which BP-2 was administered dermally (the main route of exposure to this compound in
humans) to adult male Wistar rats for a period of 4 weeks. In ex vivo studies, the level of this
compound was determined in brain structures and selected peripheral tissues. To determine the
effect of benzophenone-2 on selected body systems, the concentration of free fraction and total
fraction (parent compound and its metabolites: glucuronide and sulfate) was determined by
LC/MS. It has been shown that the test compound is absorbed through the skin into the general
circulation, obtaining high concentrations in the blood serum. As expected, the concentration
of test compound in the liver and adipose tissue was significantly higher than in serum. In

contrast to peripheral tissues in the brain structures, benzophenone-2 concentration was low,
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which may be due to the presence of four hydroxyl groups in the molecule of this compound,

increasing its hydrophilic properties and weakening the passage through the blood-brain barrier.

The potential neurodegenerative activity of BP-2 was determined in the most vulnerable
brain structures, i.e. the hippocampus and frontal cortex. The effect of BP-2 on the selected
brain structures was assessed by estimation of oxidative stress markers (ROS, total antioxidant
activity, lipid peroxidation) and the process of apoptosis proteins (levels of active caspase-3
and the major proteins of apoptosis regulation — Bax and Bcl), i.e. the processes involved in
neurodegenerative diseases development. In the animal model of BP-2 exposure the tested
compound did not intensify the process of apoptosis in the hippocampus and frontal cortex,
while in the frontal cortex it increased total antioxidant capacity, decreased ROS levels and
lipid peroxidation. The beneficial effect of BP-2 in the frontal cortex is probably associated
with the activation of endogenous antioxidant mechanisms. However, it cannot be excluded
that an increase in concentration or time of exposure may cause failure of compensatory

mechanisms and lead to the initiation of apoptosis.

BP-2, as an endocrine disrupting compound, can also affect the endocrine-related
immune system, thus the next goal was to determine the effect of this compound on selected
immune functions. The effect of BP-2 on total and relative mass and cellularity of the primary
(thymus) and secondary (spleen) lymphoid organ were determined. The function of splenocytes
(basal and proliferative response to mitogen stimulation — concanavalin A and LPS, metabolic
activity (resazurin reduction assay), cytotoxic effects (LDH release) and nitric oxide
production) were assessed. Thymocytes functions was determined by measuring metabolic
activity, viability and the ability to release nitric oxide. The study showed that BP-2 does not
affect the mass of the thymus and spleen and does not have cytotoxic effect on the examined
lymphatic organs. Exposure to BP-2 stimulated the immunoreactivity by increasing the
proliferative activity of splenocytes and metabolic activity, viability and the ability to release
nitric oxide by both splenocytes and thymocytes. The observed stimulating, seemingly
beneficial, effect of BP-2 on the immune system, requires further research, because such action

may also increase the risk of allergic or autoimmune diseases development.

Because previous literature data showed that BP-2 interferes with the effects of sex
hormones and affects the synthesis of thyroid hormones, therefore, the study was performed to
assess the effects of BP-2 on the level of thyroid hormones and sex hormones in the blood and
the expression of estrogen receptors (ERa, ERP, GPR- 30), androgenic receptor (AR) and
progesterone receptor (PR) in the hypothalamus by RT-PCR and Western blot. Unlike previous
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limited data, BP-2 did not lower thyroid hormone levels but caused hyperthyroidism, increasing
fT3 and T4 levels and lowering TSH blood levels.

By determining the concentration of sex hormones, a significant decrease in testosterone
levels and an increase in blood levels of 17p3-estradiol were demonstrated. Reduced levels of
testosterone in the blood, total fraction and biologically active free fraction, which was
accompanied by increased levels of 17B-estradiol and reduced levels of LH, suggests
dysfunctions at the level of the pituitary and/or hypothalamus as well as the possibility of too
strong action of 17pB-estradiol on the mechanism of feedback regulating activity hypothalamus-

pituitary gland-testicles.

Exposure to hormonally active compounds, which concentrations increase in the
environment overtime, is considered to be a significant cause of male fertility impairment. To
determine the effect of BP-2 on testicular function, the number, motility and morphology of
sperm as well as expression of sex hormone receptors in the testes were determined. Similarly
to the results obtained from the blood samples, testosterone levels in the testes were lowered,
which could affect sperm parameters, as it was shown that the test compound reduced the
number and motility of sperm and increased the number of sperm showing morphological

changes.

Results obtained in this study show for the first time the effect of benzophenone-2 on
the central nervous system, the immune system and blood count (no change) and confirmed the
adverse effect of this compound on testicular function. In contrast to in vitro studies, in vivo
studies did not show BP-2 neurotoxic activity in adult animals. However, because BP-2 crosses
the blood-brain barrier, this effect cannot be excluded with prolonged exposure, especially
prenatal or early postnatal exposure, because during this period the cells of the nervous system
are most susceptible to damage. Also, the consequences of the activation of the immune system
by the test compound require further research, in particular the possible intensification of
allergic or autoimmune reactions by this compound. Since, BP-2 has clearly been shown to
have adverse effects on the synthesis of sex hormones and the process of spermatogenesis,
therefore determining the exact mechanism of this effect could contribute to the introduction of

restrictions on the use of benzophenones.
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11. Wykaz skrotow

Ac-DEVD-AMC - acetylo-Asp-Val-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metylokumaryna

AD — choroba Alzheimera

AhR — receptor weglowodoréw aromatycznych (ang. aromatic hydrocarbon receptor)
AKT - serynowo-treoninowa kinaza biatkowa (ang. serine/threonine protein kinase)
ALS — stwardnienie zanikowe boczne

AP-1 — biatko aktywujace 1 (ang. activating protein 1)

AR - receptor androgenowy

AZS — atopowe zapalenie skory

BBC — rak podstawnokomorkowy (Basal Cell Carcinoma)

BrdU — bromodezoksyurydyna

COX — enzym cyklooksygenaza

CXCL12 — czynnik pochodzenia stromalnego 1 (stromal cell-derived factor-1)

DCF — 2", 7-dichlorofluoresceina

DCFH-DA — dioctan 2°,7’- dichlorodihydrofluoresceiny

EDC — zwiazki endokrynnie czynne (Endocrine disruptor chemicals)

ER — receptory estrogenowe

ERE — element odpowiedzi na estrogeny (estrogen responsive element)

ERK — kinaza regulowana zewnatrzkomodrkowo (ang. Extracellular signal regulated kinase)
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E2 — 17p-estradiol

FDA — Agencja Zywnosci i Lekow (Food and Drug Administration)

FSH — hormon folikulotropowy

fT3 — trojjodotyronina

fT4 — tyroksyna

GPR 30 — receptor 17B-estradiolu sprz¢zony z biatkiem G

GSK3p — kinaza syntazy glikogenu 3

hAR — ludzkie receptory androgenowe

HPT — o$ podwzgorze — przysadka - tarczyca

HD — choroba Huntingtona

hERa lub  — ludzkie receptory estrogenowe a lub

IGF 1 — insulinopodobny czynnik wzrostu

IS — standard wewnetrzny (IS)

Kon A — konkanawalina A

LDH — dehydrogenaza mleczanowa

LH — hormon luteinizujacy

m.C. — masa ciala

MAPK - kinaza aktywowana mitogenami ( ang. Mitogen activated kinases)
MCF7 — ludzka linia komorkowa raka piersi (ang. human breast cancer cells)

MDA - dialdehyd malonowy
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MTT - 3-[4,5-dimetylotiazol-2-yl]-2,5-difenylo tetrazolina

NF-kB — czynnik jadrowy B (ang. nuclear factor kappa B)

NOS - syntetaza tlenku azotu

PABA — kwas p-aminobenzoesowy

PEG-25 PABA — pochodna oksyetylenowa kwasu p-aminobenzoesowego

PI3K/AKT- kinaza 3-fosfatydyloinozytolu/kinaza biatkowa B

PPARY — receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow vy

PR — receptor progesteronowy

PRL- prolaktyna

pS2 — presenilina

RXR - receptory retinoidowe X

ROS - reaktywnych form tlenu

SCC - rak kolczystokomoérkowy (Squamous Cell Carcinoma)

SCI — uszkodzenie rdzenia krggowego

SH-SY5Y — linia komorek ludzkiej neuroblastomy

SP1 — biatko specyficznosci 1 (ang. specificity protein 1),

StAR (STARDL1) — biatkowy regulator steroidogenezy

TAC — catkowita aktywnos¢ antyoksydacyjna

TBA — kwas tiobarbiturowy

TR — receptor hormonow tarczycy
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TRH - R —receptor dla tyreoliberyny

TRP — receptor B dla hormonow tarczycy

TSH — tyreotropina

TSH P — gen podjednostki B czasteczki TSH

UVR - promieniowanie ultrafioletowe

VTG — witellogenina
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