Streszczenie w jezyku polskim

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) stanowigce liczng grupe
zwigzkow zawierajacych od dwoch do kilku, a nawet kilkunastu pierscieni aromatycznych
w czasteczce, zaliczane sa do trwalych zanieczyszczen organicznych, ktore charakteryzuja sie
tendencjg do bicakumulacji i dtugim okresem poltrwania w $rodowisku. Badania epidemiologiczne
ostatnich lat wskazujg na silng korelacje pomiedzy stopniem ekspozycji na WWA a licznymi
chorobami cywilizacyjnymi. Szczegdlnie narazone sg osoby starsze, dzieci 1 kobiety w cigzy.
Ekspozycja w okresie cigzy wigze si¢ z ryzykiem zaburzen wzrostu plodu jak i przedwczesnych
porodow. Co wiecej, WWA ze wzgledu na zdolno$¢ do wigzania si¢ ze strukturg DNA w komdrkach
lozyska i dzialaniem mutagennym prowadzg do zaburzen funkcji tozyska, co w konsekwencji
zwieksza ryzyko samoistnych poronien we wezesnym okresie cigzy.

Biorge pod uwage fakt, ze istniejgce badania dotycza gtownie dzialania benzo(a)pirenu (BaP)
i brak danych na temat wptywu realnie wystgpujacych mieszanin WWA, celem prezentowanej pracy
doktorskiej byto okreslenie cytotoksycznego dziatania wybranych WWA lub ich mieszanin,
w stezeniach obserwowanych we krwi matki i tkance tozyska oraz ich wptyw na cykl komorkowy,
proliferacje, apoptoze, funkcje endokrynne i metaboliczne komoérek ludzkiego tozyska.

W badaniach wykorzystano 2 modele badawcze: 1) monokultury linii komoérkowych
wywodzgcych sie z raka kosmowki: JEG-3 i BeWo oraz 2) kokultury tych komorek z komorkami
linii nadnerczy H295R, odzwierciedlajgce dziatanie jednostki plodowo-tozyskowe;.

Wykorzystuyjac  hodowle monokulturowe komoérek linii tozyska, zbadano wplyw
pojedynczych WWA (naftalen, fenantren, antracen i piren w dawkach z krwi matki i dawkach
oznaczanych w tozysku) oraz ich mieszanin (Mix I: suma st¢zen naftalenu, fenantrenu, antracenu
oraz pirenu w dawkach obserwowanych w krwi matki; Mix II: suma stezen naftalenu, fenantrenu,
antracenu oraz pirenu w dawkach obserwowanych w tkance tozyska) na 1) poziom cytotoksycznosci
mierzonej za pomocg testow z wykorzystaniem dehydrogenazy mleczanowej LDH (z ang. laciate
dehydrogenase), kwasnej fosfatazy AP (z ang. acid phospatase) oraz XTT; 2) zmiany w potencjale
proliferacyjnym komorek mierzone za pomocg testu AlamarBlue; 3) zmiany w ekspresji bialek
zaangazowanych w cykl komorkowy i apoptoze (cyklina Al, cyklina D2, cdk2, cdk4, Bax, Bel-xI,
kaspaza-3) (Western blotting); 4) zmiany w poziomie wydzielanych hormonéw steroidowych,
progesteronu (P4) oraz estradiolu (E2) mierzonych za pomoca testéw ELISA a takze enzymow
zaangazowanych w steroidogeneze 3PHSD (dehydrogenaza 3Bhydroksysteroidowa) oraz CYP19
(P450 aromataza) metodg Western blottingu. Dodatkowo w celu okreslenia mechanizmu dziatania
WWA oceniono wptyw dwoch mieszanin 16 znacznikowych WWA (Mix I: suma 16 znacznikowych
WWA w stezeniach obserwowanych we krwi matki; Mix II: suma 16 znacznikowych WWA

w stezeniach obserwowanych w tkance lozyska) na ekspresj¢ receptora weglowodorow




aromatycznych (AhR), czynnika transkrypcyjnego (NF-kB), receptora estrogenowego alfa (Era) oraz
enzyméw zaangazowanych w metabolizm ksenobiotykow (CYP1A1, CYPIB1, COMT) metodg
Western blottingu.

Hodowle kokultur natomiast wykorzystano w celu okreslenia wplywu mieszanin
stanowigcych sume wszystkich 16 znacznikowych WWA na sekrecje P4, estronu (E1), E2 i estriolu
(E3) metoda ELISA.

Otrzymane wyniki $wiadcza o tym, ze badane pojedyncze WWA nie naruszajg integralnosci
blon komérkowych, natomiast wykazuja dziatanie cytotoksyczne na poziomie aktywnosci enzymow
mitochondrialnych i lizosomalnych. Zaréwno pojedyncze zwigzki WWA jak i ich mieszaniny
obnizaly proces apoptozy komorek JEG-3, natomiast w przypadku komoérek BeWo dziataly
proapoptotycznie. Ponadto wykazano, ze naftalen, fenantren i piren obnizajg sekrecje P4 1 E2
w monokulturach, natomiast w przypadku hodowli kokultur obserwowano brak wptywu na sekrecje
badanych hormonéw. Okreslajac mechanizm dzialania WWA w komorkach tozyska stwierdzono
aktywacje enzymow I i II fazy metabolizmu za posrednictwem AhR w komorkach linii JEG-3
i interakcje AhR z NF«kB i ERo, skutkujgca zahamowaniem detoksykacji w komoérkach linii BeWo.

Podsumowujac: przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania dostarczaja dowodow
na specyficzne komoérkowo dziatanie wybranych WWA na proliferacje, cykl komorkowy,
ekspresja biatek apoptotycznych i wydzielanie hormonéw. Ponadto potwierdzaja ,,hormesis doses
response” czyli wicksze dziatanie niskich dawek notowanych w tozysku w poréwnaniu z dawkami
wysokimi notowanymi w krwi matki. Wykazano takze specyficzny komoérkowo mechanizm dziatania
WWA. Kanoniczne w komorkach JEG-3, poprzez aktywacj¢ receptora AhR 1 enzymow CYP1A1
i CYP1BI, skutkujgce uruchomieniem I fazy metabolizmu a co za tym idzie tworzeniem form
posrednich, a w rezultacie stymulujacym wplywem na proliferacje komoérek. Niekanoniczny
mechanizm dziatania w komérkach BeWo, w wyniku interakcji AhR z NF«xB i wspoétdziataniem
pomiedzy receptorami AhR i ERa, co skutkuje zahamowaniem detoksykacji i w rezultacie
hamujacym wplywem na proliferacje komorek.

Whiosek: WWA modulujac procesy detoksykacji i wplywajac na proliferacjg, réznicowanie
i sekrecje hormondéw przez komorki tozyska mogg by¢ odpowiedzialne za obserwowane
niewydolnosci tozyska, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do poronien czy przedwczesnych

porodow.



