STRESZCZENIE

Ekspozycja na ksenobiotyki takie jak zwigzki toksyczne, $rodki farmakologiczne
I uzalezniajace moze prowadzi¢ do silnych i trwatych zaburzen uktadu nerwowego, zwlaszcza
gdy do narazenia dochodzi w okresie prenatalnym lub tuz po urodzeniu. Obecnie postuluje si¢
udziatl tych zwigzkow w etiologii chordb uktadu nerwowego m.in. chorobie Parkinsona (np.
rotenon) czy chorobie Alzheimera (np. pochodna bisfenolu-A tj. TBBPA). Badania
epidemiologiczne potwierdzily udziat np. ftalanbw w rozwoju zaburzen psychicznych
u dzieci, takich jak zespot nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD) oraz
autyzm. Ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania, dowiedziong szkodliwo$¢ wobec
organizmoOw zywych 1 niskg biodegradowalno$¢ w srodowisku, do badan w niniejszej pracy
wybrano nonylofenol, zwigzek z grupy alkilofenoli. Pomimo dowodéw na obecnosé
nonylofenolu w tkankach cztowieka, wiedza na temat wplywu nonylofenolu na uktad
nerwowy ssakow, szczegolnie w okresie prenatalnym jest znikoma.

Obecna praca stanowi probe okreslenia nieznanych dotagd mechanizméw dziatania
nonylofenolu w komoérkach hipokampa myszy, ze szczegdlnym uwzglednieniem apoptozy
I neurotoksycznosci, a takze receptoréw estrogenowych ERa, ERB i wybranych receptorow
dla ksenobiotykow RXR, PXR i1 CAR. Z uwagi na wystgpowanie korelacji miedzy
narazeniem na zwigzki endokrynnie czynne a rozwojem chordb uktadu nerwowego 1 coraz
wigksze zainteresowanie wplywem tych zwigzkéw na rozwijajacy si¢ mozg, wykonano
badania majgce na celu okresli¢ skutki prenatalnej ekspozycji na nonylofenol w odniesieniu
do apoptozy inecurotoksycznosci, jak rowniez ekspresji mRNA ibiatka receptorow
estrogenowych oraz receptorow dla ksenobiotykow.

Podstawowym modelem badawczym byly komorki nerwowe hipokampa myszy
w hodowli pierwotnej in vitro, ktore pozyskiwano z ptodow kontrolnych wzglgdnie z ptodow
narazonych na dziatanie nonylofenolu od 5 do 16 dnia rozwoju prenatalnego. Komorki
W hodowli pierwotnej byly poddawane dziataniu nonylofenolu (1, 5 1 10 puM) lub
rozpuszczalnika in vitro. Zastosowano nast¢pujace uktady doswiadczalne:

i.  Komorki hipokampa myszy pobrane z plodow kontrolnych, a nastgpnie poddane
dziataniu nonylofenolu wzglgdnie rozpuszczalnika in vitro.
ii.  Komorki hipokampa myszy pobrane z ptodéw narazonych na dziatanie nonylofenolu,

a nastgpnie poddane dziataniu rozpuszczalnika in vitro.

iii.  Komorki hipokampa myszy pobrane z ptodéw narazonych na dziatanie nonylofenolu,

a nastepnie poddane dziataniu nonylofenolu, wzglednie rozpuszczalnika in vitro.



Wptyw stopnia rozwoju komoérek nerwowych na efekty dzialania nonylofenolu
badano w 2, 7 i 12 DIV (dzien rozwoju in vitro). Badano toksyczne efekty dzialania
nonylofenolu i towarzyszace im procesy apoptotyczne. W celu okreslenia przezywalnosci
komoérek w hodowli, zmierzono poziom uwalniania dehydrogenazy mleczanowej, ilos¢ ATP
w metabolicznie aktywnych komoérkach oraz wykonano barwienie kalceing-AM. Procesy
apoptotyczne po ekspozycji na nonylofenol okre§lano za pomoca zmian blonowego
potencjalu mitochondrialnego i aktywno$ci kaspazy-3. W 7 DIV wyznaczono krzywe
toksycznosci zalezne od czasu ekspozycji, ktory wynosit: 3, 6, 9, 14 1 24 godziny.
Morfologiczne zmiany w komorkach obserwowane podczas apoptozy ujawniono wykonujac
barwienie Hoechst 33342. Udzial innych enzymoéw zaangazowanych w S$ciezki apoptozy
zweryfikowano stosujgc specyficzne inhibitory kaspazy-8 i -9 oraz kalpain. Nastepnie
wykonano pomiary ekspresji mRNA i biatka receptorow estrogenowych ERo i ERf oraz
receptorow dla ksenobiotykow RXRa, PXR i CAR wykorzystujac qPCR, testy ELISA
i Western blot. Udzial wymienionych receptorow w neurotoksycznych iapoptotycznych
efektach dziatania nonylofenu zweryfikowano stosujac selektywne ligandy receptorow
estrogenowych (DPN, MPP, PPT iPHTPP), selektywnego antagonist¢ RXR (HX 531),
a takze specyficzne siRNA wobec Rxra, Pxr i Car oraz par receptoréw Pxr/Rxra i Car/Rxra.
Ponadto wykonano seri¢ barwien immunofluorescencyjnych w celu wizualizacji
rozmieszczenia i1 gestosci badanych receptorow w komorkach nerwowych hipokampa.

Pierwszym celem pracy doktorskiej byta identyfikacja toksycznych i apoptotycznych
efektow dziatania nonylofenolu w komoérkach nerwowych hipokampa myszy
z uwzglednieniem stopnia rozwoju w hodowli pierwotnej in vitro. Wyznaczono profile
aktywno$ci kaspazy-3, uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH) oraz zmian
blonowego potencjalu mitochondrialnego w komorkach narazonych na dzialanie
nonylofenolu w 2, 7 i 12 dniu hodowli in vitro, przy czym czas ekspozycji ustalono na
6 godzin. Pozytywng kontrolg potwierdzajaca wiasciwy dobor uktadu doswiadczalnego
stanowily poziomy badanych parametréw w komorkach poddanych dziataniu kwasu
glutaminowego. W 2 i 7 dniu hodowli in vitro komorki hipokampa myszy byly podatne na
dziatanie 5 1 10 uM nonylofenolu, podczas gdy 12-dniowe hodowle odpowiadaty tylko na
najwyzsze stezenie tego zwigzku. Ponadto 2-dniowe hodowle hipokampa nie byly wrazliwe
na dziatanie kwasu glutaminowego, co $wiadczy prawdopodobnie o braku pelnej ekspresji
funkcjonalnych receptoréw glutaminianergicznych, ktore jak donoszg dane literaturowe, maja
kluczowa rolg w zjawisku neurotoksycznosci. Z moich badan wynika, ze im mlodsze sa

komorki nerwowe w hodowli pierwotnej in vitro tym wigksza jest ich wrazliwo$¢ na



apoptotyczne (spadek blonowego potencjatu mitochondrialnego, wzrost aktywnos$ci kaspazy -
3) i neurotoksyczne (wzrost uwalniania LDH) efekty dzialania nonylofenolu.

Z uwagi na to, ze komérki w 2 DIV nie byly wrazliwe na kwas glutaminowy,
a komorki w 12 DIV odpowiadaty tylko na najwyzsze z zastosowanych stezen nonylofenolu,
kolejne etapy badan in vitro przeprowadzono na komoérkach bedacych w 7 DIV. Ponadto,
oprocz 6-godzinnego narazenia na nonylofenol stosowano 3-, 9-, 14- i24-godzinng
ekspozycje na ten zwigzek. Komorki nerwowe hipokampa bedace w 7 dniu hodowli in vitro
stanowig model doswiadczalny do zbadania mechanizmoéw dzialania nonylofenolu.
Te komorki zostaly pobrane z ptodow kontrolnych 1 stanowig uktad odniesienia dla komorek
pobranych z ptodéw narazonych na nonylofenol.

Drugim celem obecnej pracy bylo zbadanie apoptotycznych i neurotoksycznych
mechanizméw dziatania nonylofenolu. Przeprowadzone badania pozwalajg stwierdzic,
ze nonylofenol uzyty w stezeniach odpowiadajacych jego akumulacji w tkankach ludzi
i zwierzat indukuje apoptoze i dziata toksycznie na komoérki nerwowe hipokampa myszy
w hodowli pierwotnej in vitro. Wskazuje na to spadek blonowego potencjatu
mitochondrialnego, wzrost aktywnosci kaspazy-3 1 nasilenie apoptotycznej fragmentacji jader
komorkowych, a takze wzrost uwalniania dehydrogenazy mleczanowej oraz obnizenie
poziomu ATP i zywotnos$ci komorek w odpowiedzi na nonylofenol. Uzycie specyficznych
inhibitorow wykazato udziat kaspazy-3, -8 i -9 w efektach dziatania nonylofenolu, natomiast
nie potwierdzito zaangazowania kalpain w obserwowane efekty pro-apoptotyczne. Wyniki te
wskazuja, ze apoptoza indukowana nonylofenolem jest zalezna od kaspaz i angazuje zardGwno
wewnatrz- jak 1 zewnatrzkomorkowy szlak apoptotyczny.

Kolejnymi celami pracy doktorskiej byta weryfikacja udzialu receptorow
estrogenowych ERa 1 ERP oraz receptorow dla ksenobiotykow RXRa, PXR i1 CAR
w toksycznych i apoptotycznych efektach dziatania nonylofenolu, a nastgpnie pomiar
ekspresji mRNA i bialka wybranych receptorow. Na podstawie doswiadczen z uzyciem
selektywnych ligandow 1 specyficznych siRNA wykazano, ze mechanizm dzialania
nonylofenolu w komorkach nerwowych hipokampa wigze si¢ z uposledzeniem funkcji
receptorow estrogenowych ERa 1 ERP przy réwnoczesnej aktywacji receptorow dla
ksenobiotykow RXRa, PXR i CAR. Nonylofenol stymulowal ekspresj¢ mRNA i biatka
receptorow dla ksenobiotykdéw, a rownoczesnie zaburzat ekspresje receptoréw estrogenowych
tj. stymulowat mRNA Erb i obnizat poziom biatka ERa, o czym $wiadcza analizy qPCR,
Western blot, ELISA, barwienia immunofluorescencyjne oraz zdjecia z mikroskopu

konfokalnego. Barwienia poszczegdlnych receptorow wykonane zostaly w konfiguracji



Z przeciwciatem do biatka MAP-2 co dodatkowo potwierdza obecno$¢ wymienionych biatek
w neuronach hipokampa.

Nastgpnym, pigtym celem pracy bylo okreslenie wptywu prenatalnej ekspozycji na
nonylofenol na apoptoz¢ i neurotoksyczno$¢ oraz ekspresje receptoréw estrogenowych
i wybranych receptorow dla ksenobiotykow. Na podstawie badan przeprowadzonych na
komorkach hipokampa myszy pobranych z ptodéow narazonych na dziatanie nonylofenolu
stwierdzono, ze prenatalna ekspozycja na nonylofenol hamuje spontaniczng apoptoze
W komorkach nerwowych hipokampa myszy, co wykazano poréwnujac blonowy potencjat
mitochondrialny, aktywnos¢ kaspazy-3 i uwalnianie LDH w komoérkach pobranych z ptodow
narazonych na nonylofenol, z wartosciami tych parametrow w komorkach pobranych
z plodéw kontrolnych. Stosujac ten sam uklad odniesienia stwierdzono, ze prenatalna
ekspozycja na nonylofenol stymuluje ekspresj¢ mRNA Pxr i biatka CAR przy rownoczesnym
obnizeniu poziomu biatka ERa.

Ostatnim z wyznaczonych celow bylo zbadanie wpltywu nonylofenolu in vitro na
apoptozg 1 neurotoksyczno$¢ oraz ekspresje mRNA 1 biatka wybranych receptorow
w komorkach nerwowych hipokampa, ktére zostalty pobrane od zwierzat poddanych
prenatalnej ekspozycji na nonylofenol. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze prenatalna ekspozycja na nonylofenol zwigksza wrazliwos¢ komorek nerwowych
hipokampa na apoptotyczne (spadek blonowego potencjalu mitochondrialnego, wzrost
aktywnosci kaspazy-3) i neurotoksyczne (wzrost uwalniania LDH) dziatanie nonylofenolu
przy kolejnym zetknieciu z tym ksenobiotykiem in vitro. W tym celu poréwnano wartosci
badanych parametrow w komorkach pobranych z pltodow narazonych na nonylofenol
i traktowanych nonylofenolem in vitro, z warto$ciami tych parametrow w komodrkach
pobranych z ptodéw kontrolnych i traktowanych nonylofenolem in vitro. Ponadto wykazano,
ze w komorkach hipokampa myszy pobranych zplodéw narazonych na dziatanie
nonylofenolu, nonylofenol uzyty in vitro powoduje wzrost poziomu mRNA wszystkich
badanych receptorow z wyjatkiem mRNA Era. W odniesieniu do mRNA Erb, Rxra, Pxr i Car
skutki dziatania nonylofenolu in vitro byly zblizone, niezaleznie od narazenia na nonylofenol
ptodow z ktorych pobrano komorki nerwowe do hodowli. Wywotany przez nonylofenol
in vitro wzrost ekspresji mRNA wybranych receptorow pokrywat si¢ cze$ciowo ze wzrostem

ekspresji biatek, glownie PXR i CAR.



