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Streszczenie

Dynamiczny rozwoj cywilizacji generuje coraz wigcej zanieczyszczen fizycznych
i chemicznych w $rodowisku. Wsrod tych ostatnich szczegdlne znaczenie majg estrogeny,
relatywnie trudne do usunigcia w czasie oczyszczania $ciekéw i1 z tego wzgledu szeroko
rozpowszechnione w wodach powierzchniowych i osadach dennych. Zwiazki te cechuje
wysoka biologiczna aktywnos$¢, mogaca szczegollnie intensywnie oddziatywa¢ na ryby -
narazone na staly kontakt z tymi substancjami. Hormony te cechuje negatywny wpltyw na
wyksztalcenie drugorzgdowych cech piciowych zwierzat, na uktad krazenia, rozrodczy oraz
immunologiczny, zaburzaja szlaki metaboliczne 1 prowadzg do karcinogenezy. Celem pracy
jest zbadanie wptywu estriolu, 17-p-estradiolu i estronu na wybrane parametry pigmentacji larw
oraz na ckspresje genu cyplbl (markera kancerogenezy u ludzi i ryb) na modelu danio
pregowanego (Danio rerio). W celu ustalenia relatywnego poziomu ekspresji genu cyplbl
zastosowano technik¢ RT-PCR, natomiast do okreslenia wzglednego poziomu pigmentacji
wykorzystano autorskg metodg¢ analizy pigmentacji larw przy pomocy mikroskopu sprzezonego
z kamerg wysokiej rozdzielczo$ci oraz oprogramowania GIMP. Uzyskane wyniki wskazujg na
negatywny wplyw 17-p-estradiolu na wybarwienie larw. Potwierdzono zmiany ekspresji genu
cyplbl u ryb wyeksponowanych na testowane hormony. Wykazano istotny statystycznie
wplyw estronu 1 estriolu, co stanowi pionierskie odkrycie w przypadku tych dwoch substanc;i.
Sposréd badanych estrogendw, w przypadku stezenia 10 ng/l, zaobserwowano zmniejszenie
ekspresji w grupach badawczych, przy najwyzszym poziomie relatywnej ekspresji w grupie
kontrolnej, ktora istotnie (p<0,05) roéznita si¢ od grup eksponowanych na 17-p-estradiol i estron
1 bardzo istotnie (p<0,01) od grupy poddanej dziataniu estriolu. W st¢zeniu 100 ng/l najwyzsza
ekspresje zaobserwowano w grupie wystawionej na dziatanie 17-B-estradiolu, natomiast
najnizszg w grupie kontrolnej. Zaobserwowano wystepowanie wysoko istotnych (p<0,01)
roznic migdzy wszystkimi analizowanymi grupami. W przypadku stezenia 1000 ng/l najwyzsza
znormalizowang relatywna ekspresja charakteryzowata si¢ grupa wyeksponowana na estron,
natomiast najnizsza grupa kontrolna. Ponownie zaobserwowano wystepowanie wysoko
istotnych (p<0,01) réznic migdzy wszystkimi analizowanymi grupami. Po raz pierwszy takze
stwierdzono istotng statystycznie pozytywna korelacje (0,745455) miedzy ogodlng wzgledna
pigmentacjg badanych ryb a ekspresja genu cyplbl, co sugeruje potencjalng przydatnosc
opracowanej metody analizy zmian wybarwienia ryb jako narzedzia do oceny wplywu
substancji o wysokiej reaktywnosci biologicznej. Uzyskane wyniki, na tle powszechnosci
rozmaitych estrogenow w $rodowisku, wskazuja tez na potrzeb¢ prowadzenia szeroko
zakrojonych badan nad réznymi substancjami
o charakterze estrogennym, gdyz moga one odgrywac istotng rolg¢ w procesach karcinogenezy.

Stowa kluczowe: estrogeny, pigmentacja, qPCR, larwa, receptory estrogenéw, marker genetyczny,
analiza graficzna



Abstract

The dynamic development of civilization generates more and more physical and chemical
pollutants in the environment. Among the latter, estrogens, relatively difficult to remove during
wastewater treatment, and therefore widespread in surface waters and bottom sediments, are of
particular importance. These compounds are characterized by high biological activity, which
can have a particularly intense effect on fish - exposed to constant contact with these substances.
These hormones have a negative impact on the development of secondary sexual characteristics
of animals, on the circulatory, reproductive and immune systems, they disrupt metabolic
pathways and lead to carcinogenesis. The aim of the study is to investigate the effect of estriol,
17-B-estradiol and estrone on selected parameters of larvae pigmentation and on the expression
of the cyplbl gene (a marker of carcinogenesis in humans and fish) in the zebrafish model
(Danio rerio). In order to determine the relative level of cyplbl gene expression, the RT-PCR
technique was used, while to determine the relative level of pigmentation, a proprietary method
of larval pigmentation analysis was used using a microscope coupled with a high-resolution
camera and GIMP software. The obtained results indicate a negative influence of 17-p-estradiol
on the staining of the larvae. Changes in the expression of the cyplbl gene in fish exposed to
the tested hormones were confirmed. A statistically significant effect of estrone and estriol has
been demonstrated, which is a pioneering discovery for these two substances. Among the tested
estrogens, at a concentration of 10 ng/ |, a reduction in expression was observed in the research
groups, with the highest level of relative expression in the control group, which significantly (p
<0.05) differed from the groups exposed to 17-p-estradiol and estrone and very significantly (p
<0.01) from the group treated with estriol. At the concentration of 100 ng / L, the highest
expression was observed in the group exposed to 17-B-estradiol, while the lowest in the control
group. Highly significant (p <0.01) differences were observed between all analyzed groups. In
the case of the concentration of 1000 ng/ |, the group exposed to oestrone was characterized by
the highest normalized relative expression, while the control group was characterized by the
lowest. Highly significant (p <0.01) differences were again observed between all analyzed
groups. For the first time, a statistically significant positive correlation (0.745455) was found
between the overall relative pigmentation of the tested fish and the expression of the cyplbl
gene, which suggests the potential usefulness of the developed method of analyzing fish color
changes as a tool for assessing the effect of substances with high biological reactivity. The
obtained results, against the background of the prevalence of various estrogens in the
environment, also indicate that we should not focus on one of them, but to conduct extensive
research on various estrogenic substances, as they may play an important role in carcinogenesis.

Key words: estrogens, pigmentation, qPCR, larvae, estrogen receptors, genetic marker,
graphical analysis
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Wykaz skrotow i pojec
ER — receptor estrogenéw

ER-a - receptor estrogenow alfa
ER-p - receptor estrogenow beta
ERY -receptor estrogendw gamma

GPERL (G Protein-Coupled Estrogen Receptor 1) - receptor estrogenowy sprzgzony z
biatkiem G1

ER-X - receptor estrogenow X

Gg-mER - Btonowy receptor estrogenowy sprzezony z Gq
NER — jadrowe receptory estrogenow

MER — blonowe receptory estrogenow

AHR — receptory weglowodoroéw arylowych
VTG — owowitelina

E1- estron

E»- 17-B-estradiol

Es - estriol

MS-222 - metanosulfonian trikainy

E1,1 — grupa estron 10 ng/l

E1,2 — grupa estron 100 ng/l

E1,3 — grupa estron 1000 ng/I

E2,1 — grupa estradiol 10 ng/I

E2,2 — grupa estradiol 100 ng/l

E2,3 — grupa estradiol 1000 ng/I



E3,1 —grupa estriol 10 ng/I

E3,2 — grupa estriol 100 ng/l

E3,3 — grupa estriol 1000 ng/l

BPA — bisfenol A

EE2 - 17-a-etynyloestradiol

TBT - chlorek tributylocyny

PFOS - s6l potasowa perfluorooktanosulfonianu
CPR- reduktaza NADPH-cytochromu P450
NP - nonylofenol

2-OHE:? - 2-hydroksyestradiol

4-OHE: - 4-hydroksyestradiol

P.M;s - drobne czastki state
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Wstep
Estrogeny
Definicja i podzial

Istnieje wiele w pewnym stopniu réznigcych si¢ definicji hormonoéow, jednak
ujednolicajac je mozna stwierdzi¢, ze sg one grupg zwigzkéw organicznych produkowanych
przez grupy komorek zwane gruczolami dokrewnymi badZz endokrynnymi w organizmach
zwierzat, ro$lin 1 grzybow. Pelnig one funkcje regulator6w bardzo wielu procesow
fizjologicznych. U zwierzat odpowiadajg one za regulacje¢ wzrostu, rozwoju, metabolizmu,
zachowan seksualnych, terytorialnych czy proceséw zwigzanych z rozrodem [1-7]. Hormony
wplywaja na odlegle wzgledem gruczotow komorki, wigzac si¢ z biatkami receptorowymi w
tych komorkach,
w rezultacie powodujac zmiane ich funkcji.

Szczegbdlng grupe hormonow stanowig hormony piciowe. Dzielg si¢ one na trzy grupy:
androgeny, estrogeny i progestageny. Gtoéwng funkcja hormonow piciowych jest regulacja
procesoOw fizjologicznych, jak 1 zachowan zwigzanych z rozrodem kregowcow. Zarowno
organizmy samic jak 1 samcow produkuja te zwigzki, jednak ich funkcje 1 st¢zenia ro6znig si¢
u obu pfci [8-11]. Dodatkowo trzeba zauwazy¢, ze hormony piciowe kregowcow, mimo ich
wspolnego pochodzenia ewolucyjnego, moga powodowaé zrdznicowane odpowiedzi
u gatunkow wystepujacych w ramach jednej gromady, a nawet rodzaju [12]. Zjawisko
powyzsze moze nies¢ za sobg zagrozenie o szczegodlnym znaczeniu w srodowiskach wodnych,
niejednokrotnie obejmujacych swoimi zlewniami znaczne obszary terenu 1 w efekcie

kumulujgcych zwigzki o charakterze zanieczyszczen estrogennych [13-15].

Zanieczgyszczenie srodowiska estrogenami

Zrédtami hormonéw plciowych w wodach powierzchniowych sa duze aglomeracje
miejskie, rzeznie, fermy zwierzat czy oczyszczalnie §ciekéw [16]. Trzeba rowniez zaznaczy¢,
ze hormony plciowe sa jednymi z najtrudniejszych do usunigcia ze $ciekdw substancjami
organicznymi [17] a stgzenia obserwowane za odplywami oczyszczalni - najwyzszymi
obserwowanymi w §rodowisku wodnym [18-21]. Kolejnym aspektem stanowigcym bardzo

duze zagrozenie zwigzane z wystgpowaniem hormonow ptciowych w srodowisku wodnym jest
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mechanizm ich akumulacji w osadach dennych, gdzie zwigzki te ulegaja znacznie
wolniejszemu rozpadowi i przy wystapieniu okreslonych warunkéw fizyko-chemicznych moze
dojs¢ do ich ponownego uwolnienia, w efekcie czego obserwowane jest gwaltowne
zwigkszenie si¢ stezenia hormondéw w wodzie [22-25]. Okres rozpadu hormonéw ptciowych na
prostsze zwigzki moze waha¢ si¢ w zakresie od 12 godzin do nawet 180 dni. Tempo tego
procesu jest w duzej mierze zalezne od ilosci §wiatla docierajacego do zbiornika, temperatury
W nim panujacej oraz populacji zamieszkujacych go mikrobéw [23]. Jak wskazuje dostgpna
literatura, istnieje caly szereg bakterii zdolnych do prowadzenia rozktadu estrogenow
zanieczyszczajacych $srodowisko wodne, m. in. rodzaje: Rhodococcus, Novosphingobium,
Acinetobacter, Agromyces czy Sphingomonas, ktorych uzycie moze w przysztosci okazaé si¢
jednym z najefektywniejszych sposobow na wielkoskalowe usuwanie hormonow piciowych ze
srodowiska wodnego [22-24, 26, 27]. Dodatkowo trzeba podkresli¢, ze sita oddziatywania tych
zwigzkOw na zwierzgta moze by¢ dodatnio skorelowana z temperaturg wody. Zostato to
potwierdzone badaniami dotyczgcymi modulacji (wplywu temperatury wody na intensywnos¢
efektow) biologicznych efektéw estrogenow, przeprowadzonych na rybach nalezacych do
gatunku strzebla grubogtowa Pimephales promelas (Rafinesque, 1820) [28]. Fakt ten, w dobie
obecnego kryzysu klimatycznego, powinien jeszcze bardziej skupi¢ uwage badaczy na
potencjalnych zagrozeniach ptynacych z zanieczyszczenia srodowisk wodnych hormonami
plciowymi. Istotne jest rowniez potwierdzenie wystepowania synergistycznego efektu
oddziatywania hormonow pltciowych z innymi zwigzkami organicznymi (takimi jak, bardzo
czgsto obecne

w $srodowisku wodnym, bisfenole czy nonylofenole) na organizmy zywe [29-30].

Znaczenie estrogenow.

Grupe hormonow ptciowych wskazywana w literaturze jako najbardziej niebezpieczne
stanowig estrogeny. Estrogeny to hormony piciowe charakteryzujace sie¢ budowg sterydowg -
ich wspolng cecha jest obecno$¢ aromatycznego pierscienia A oraz brak wlasciwej dla innych
steroidow grupy metylowej C10. Powstaja z zsyntetyzowanych wczesniej z cholesterolu
androgenow przy udziale enzymu aromatazy. Estrogeny sg zroznicowane pod wzgledem liczby
i umiejscowienia grup hydroksylowych. Gtéwnym miejscem ich produkcji sa gonady, jednak
do tej pory poznano caly szereg innych narzadoéw/tkanek (w tym: mdzg, watroba, nadnercza,

jelito cienkie, skora, naczynia krwionos$ne, tkanka thuszczowa, tkanka kostna, trzustka), ktore
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réwniez prowadza ich synteze. Mechanizmy zwigzane z tymi procesami oraz cel produkcji
estrogendw w wymienionych tkankach i narzadach nie zostaty do konca poznane [31].

Estrogeny wywieraja wplyw na ustrdj organizmu poprzez roézne izoformy biatek
zwanych receptorami estrogenéw (ER). Bialka te mozemy zasadniczo podzieli¢ na dwie klasy:
1./ receptory jadrowe zlokalizowane gtownie w cytoplazmie i jadrze komoérek (nER), do
ktorych naleza najwczes$niej opisane a zarazem najlepiej poznane receptory ER-o, ER-B oraz
ER-y [32,33] 2./ receptory blonowe (mER), ktérych wystepowanie stwierdzono w btonach
komorkowych [34-39]. Receptory jadrowe posredniczg w dziataniu estrogenéw poprzez
wigzanie si¢ estrogenami (ligandami) poprzez palce cynkowe. Hormon, ktory przytaczy sie do
receptora tworzy z nim kompleks, ktory nastepnie jest transportowany do jadra komorkowego,
gdzie nastepuje powolna odpowiedz genomowa komorki prowadzaca do ekspresji okreslonych
genow [32,33]. Do receptorow mER zaliczamy: receptory GPER1, ER-X i Gg-mER [34-39].
Ich mechanizm dziatania opiera si¢ na gwattownej odpowiedzi niegenomowej, majacej miejsce
praktycznie natychmiast po kontakcie ze estrogenami. W jej efekcie rozpoczyna si¢
wewnatrzkomorkowy cykl kaskad sygnalizacyjnych [34-39]. Roéznica w predkosci
wspomnianych reakcji jest zasadnicza - w przypadku odpowiedzi genomowej sg to godziny
badz dni, natomiast w odpowiedzi niegenomowej - sekundy. Co jednak istotne, w przypadku
receptorow mER wiele ich funkcji oraz zachodzacych migdzy nimi interakcji jest nadal
stosunkowo stabo poznanych [40-42]. Kolejng roznicg migdzy wspomnianymi receptorami jest
znacznie odmienny stopien powinowactwa wobec roznych estrogenow, niejednokrotnie
warunkujacy rowniez site odpowiedzi w okreslonej tkance lub grupie komorek. Warto rowniez
nadmieni¢ stosunkowo niedawno potwierdzony sposob dziatania wymienionych receptorow,
w ktorym szlaki genomowe oraz niegenomowe wzajemnie na siebie wptywaja, niejednokrotnie
prowadzac do skutkéw odmiennych anizeli w przypadku dziatania tylko jednego z ich rodzajow
[43]. W miejscu tym nalezy rowniez zaznaczyC, ze estrogeny czy ksenoestrogeny moga
wywiera¢ wptyw nie tylko poprzez wspomniane receptory estrogendéw, ale roOwniez przez
odmienne od nich receptory weglowodoréw arylowych (AHR), nalezacych wraz z nimi do
superrodziny receptorow bHLH-PAS. Niejednokrotnie, pod wptywem tych samych zwigzkow
moga one wywolywaé znacznie silniejsze efekty [44] anizeli wspomniane receptory
estrogendw. Co istotne, moga one rowniez wplywaé na intensywnos$¢ reakcji receptorow
estrogendw wywotang przez przytaczajace si¢ do nich ligandy [45].

Charakterystyka oraz docelowe dziatanie estrogenéw powoduja, ze sa one efektywne
juz w bardzo niskich st¢zeniach. Tym samym zakres negatywnych oddziatywan na organizmy

zwierzat narazonych na kontakt z wyzszymi stezeniami jest bardzo szeroki. Do potencjalnych
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skutkow wptywu tych hormondéw mozemy zaliczy¢ zaburzenia: wyksztatcania pierwszo-
i drugorzedowych cech ptciowych [46-50], syntezy VTG (owowiteliny) [51-57], naturalnych
zachowan o podlozu terytorialnym [58], uktadow drapieznik-ofiara [59], stosunku ptci
w populacji [48,50,52,57], a takze zmniejszenia ilosci produkowanych komoérek rozrodczych
[52,54,60-62], zaklocenie rytmu okresowej migracji [63-65], feminizacj¢ gonad samcow
[55,66], rozregulowanie naturalnie wystepujacych procesow apoptotycznych [67], zaburzenia
funkcjonowania uktadu immunologicznego [68,69] czy nawet indukowanie procesoOw

karcinogenezy [31,70-72].

Charakterystyka Danio rerio Hamilton, 1822

Do zwierzat najbardziej narazonych na skazenie $rodowiska wodnego estrogenami
nalezag ryby. Ryby (Pisces) to tradycyjna nazwa okreSlajagca parafiletyczny takson
zmiennocieplnych wodnych krggowcow, obejmujacy gromady ryb kostnoszkieletowych
(Osteichthyes), ryb chrzestnoszkieletowych (Chondrichthyes) oraz minogow i $luzic
(Cyclostomata). Stanowig obecnie najliczniejszg grupe kregowcow, ktorych (z bardzo
nielicznymi wyjatkami) kazdy etap zycia jest zwigzany ze $rodowiskiem wodnym.
W konsekwencji sg narazone na ciggla ekspozycje na znajdujace si¢ w wodzie zwigzki
chemiczne. Poniekad z tego wzgledu, do badan laboratoryjnych jednym z najczgsciej

wykorzystywanych gatunkow jest danio pregowany (Danio rerio).

Pozycja systematyczna

Danio rerio nalezy do rzedu karpioksztattnych (Cypriniformes), obejmujacych ponad
3250, przewaznie stodkowodnych gatunkéw, oraz do rodziny karpiowatych (Cyprynidae) -
grupujacej ponad 1270 gatunkdéw 1 bedacej obecnie najliczniejszg rodzing zwierzat kregowych.
Pierwszego opisu tego gatunku, w 1822 roku, dokonat w swoim dziele ,,An Account of the
Fishes Found in the River Ganges and its Branches” szkocki lekarz pracujacy dla Brytyjskiej
Kompanii Wschodnioindyjskiej - Francis Hamilton. Przez wiele lat w $rodowisku naukowym
toczyly si¢ spory dotyczace pozycji systematycznej danio pregowanego. W 1916 roku rodzaj
Danio zostat podzielony na Danio i Brachydanio, do tego drugiego zaliczono D. rerio [73].
W 1991 roku taksony Danio i Brachydanio zostaty powtornie potaczone [74]. W 2003 roku, na
podstawie badan filogenetycznych, rodzaj Danio zostat rozdzielony na rodzaje Devario
i Danio, w ktorym zawiera si¢ gatunek D. rerio [75]. Ta wersja systematyki gatunku zostala

przyjeta w niniejszej pracy.
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Wystepowanie i srodowisko Zycia

Dostepna literatura wskazuje, ze naturalnym obszarem wystepowania tego gatunku jest
subkontynent Indyjski, a doktadnie obszar pomigdzy wschodnim Pakistanem, poéinocno-

wschodnig granicg indyjsko-birmanska, poludniowym krancem subkontynentu oraz regionem

Dzammu i Kaszmiru [76,77, rycina 1].
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Rycina 1. Obszar naturalnego wystepowania D. rerio w poszczegolnych latach.

Preferowanym srodowiskiem zycia D. rerio sa plytkie, stosunkowo niewielkie zbiorniki
wodne o bogatej trofii, w ktorych maksymalna widoczno$¢ wynosi okoto 30-40 cm. Najczgsciej
sa to rezerwuary niezacienione, bogate pod wzgledem wystgpujacej ro§linnosci oraz o mulistym
podtozu. Bardzo czesto wystepowanie D. rerio wigze si¢ z zalewowymi polami upraw ryzu
[76,77], co prawdopodobnie mozna przypisa¢ wykorzystywaniu przez rolnikow nawozéw,
ktérych stosowanie w powoduje znaczne zwigkszenie ilo$ci zooplanktonu - istotnego sktadnika
diety tej ryby. Danio rerio nalezy do ryb wszystkozernych, z przewaga pokarmu pochodzenia
zwierzecego. Dieta ryb sktada si¢ glownie z zooplanktonu, owadow, fitoplanktonu oraz

materialu ros§linnego. W badaniach prowadzonych przez McClure’a oraz Spence’a [78,79]
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wykazano ponadto, ze ukladzie pokarmowym odlowionych osobnikow wykryto réwniez jaja
bezkregowcow, pajeczaki, rybie tuski, elementy detrytusu oraz piasek. Tak szerokie spektrum
pokarmowe oraz inne wykryte substancje wskazuja, ze danio zeruje nie tylko na powierzchni
zasiedlanych zbiornikdéw, na co mylnie moze wskazywaé gorne polozenie aparatu ggbowego,

ale rowniez w toni wodnej oraz przy dnie.

Morfologia

Danio rerio cechuje wrzecionowaty ksztalt o zauwazalnym sptaszczeniu bocznym

[Zdjecie 1]. Rozmiar ciata dorostej ryby miesci si¢ w zakresie 1,7-5 c¢cm, jednak osobniki

osiggajace ponad 4 cm dhugosci sa niezwykle rzadko spotykane.

Zdjecie 1. Doroste osobniki D. rerio utrzymywane w Lehrstuhl fiir Fischkrankheiten und

Fischereibiologie, Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen (fot. K. Wojnarowski)

Gatunek charakteryzuje si¢ gébrnym polozeniem otworu gebowego oraz Zzuchwa wystajaca poza
szczeke. Oczy sa osadzone centralnie oraz niewidoczne podczas obserwacji prowadzonej
z gory. Danio pregowany posiada parzyste ptetwy piersiowe i brzuszne. Ubarwienie D. rerio
jest wynikiem obecnosci czterech rodzajow komorek barwnikowych. Za czarny, ciemny granat
oraz ciemny niebieski odpowiadaja melanocyty [80]; za zlocisto-srebrne, badz ztociste
ubarwienie odpowiadaja ksantofory zawierajace znaczne ilosci karotenoidow [80,81].

Irydofory zawierajg struktury odbijajace $wiatlo, w zwigzku z czym nadaja obserwowanej rybie

16



srebrzystego potysku. Ostatnim rodzajem komoérek sa komorki tzw. ,biate” wystepujace
wylacznie na koncach pletw i nadajace im mlecznego-biatego zabarwienia [82,83]. Cecha
charakterystyczng gatunku jest obecno$¢ do pigciu czarnych badz ciemnoniebieskich
poziomych pasow, biegnacych od wieczka skrzelowego do konca ptetwy ogonowej, obecnych
takze na pletwie odbytowej, a takze skrocona linia boczna - biegnaca do linii wyznaczonej przez

ptetwe brzuszng [82].

Dymorfizm plciowy i determinacja plci

Dymorfizm ptciowy nie jest silnie zaznaczony. W literaturze przedmiotu mozna spotkac
si¢ z okresleniami stwierdzajacymi, Zze ubarwienie samcOw jest przesuniete w kierunku barwy
70tto-zlotej, a samice sg ,,bardziej matowe” oraz ,,pulchniejsze” od samcoéw. W zwigzku z tym
u ryb nie przystepujacych do rozrodu trudno jest rozpoznaé pte¢. Najpewniejsza przyzyciowq
metoda oznaczenia pici dorostych ryb jest obserwacja ich zachowan oraz reakcji zwigzanych
z obecnoscig innych osobnikow 1 wystepowaniem zachowan rozrodczych. Natomiast
okreslenie pici przed 28 dniem po zaptodnieniu ikry jest praktycznie niemozliwe bez
wykorzystania metod genetyki molekularnej, jednak nawet wtedy bardzo utrudnione - ze
wzgledu nie do konca poznane mechanizmy determinacji ptci [84]. Danio rerio w literaturze
niejednokrotnie jest okreslany jako ‘mtodociana hermafrodyta’. Jest to zwigzane z faktem, ze
wszystkie gonady poczatkowo rozwijaja si¢ jako niezrdznicowane miode jajniki, ktore
z czasem ulegajg degradacji i przeksztalcajg si¢ w prawdziwe jajniki lub jadra [85-87].
Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze determinacja ptci u tego gatunku jest wieloczynnikowa,
t.j. na wyksztatcenie ptci u mitodocianych osobnikéw maja wplyw dieta, Srodowisko
1 odziedziczone geny [88,89]. Drugi proponowany model tj. poligeniczna determinacja ptci
gdzie pte¢ osobnika nie jest determinowana przez obecno$¢ lub brak specjalnego chromosomu,
zamiast tego, o efekcie ostatecznym decyduja alleliczne kombinacje loci, ktorych produkty sg
zaangazowane w proces determinacji pitci [88,89]. Badania przeprowadzone przez Kinga
1 wspotpracownikéw [90] wykazaty, ze w przypadku samic mozna zaobserwowaé wzmozong
ekspresje genow cypl7al, cypl9ala, vtgl oraz igf3, natomiast w przypadku samcow - genu
dmrtl. Wyniki te moga wskazywac jedna z potencjalnych drog do rozpoznawania pici D. rerio

na wczesnym etapie zycia (t. j. przed 28 dniem od zaptodnienia ikry).
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Danio pregowany jako gatunek modelowy.

Charakterystyke najwazniejszych obecnie linii laboratoryjnych danio pregowanego

zamieszczono w tabeli 1.

Nazwa
WIK

TU

TL

AB

SJD

Tabela 1. Linie D. rerio utrzymywane w warunkach laboratoryjnych
(za: Spence i wsp. 2008 [75] oraz [91]).
Charakterystyka linii
pochodzi od dzikich osobnikéw odtowionych na terenie Indii; wykorzystywana
do mapowania genomowego; bardzo polimorficzna w stosunku do linii TU; po
raz pierwszy opisana jako WIK11.
typ dziki o krotkich ptetwach; pochodzi ze sklepu zoologicznego w Tybindze;
wykorzystana przez Sangera do projektu sekwencjonowania genomu D. rerio;
oczyszczona w celu usunigcia mutacji $miertelnych z tta przed uzyciem do
mutagenezy i sekwencjonowania.
uzyskana od akwarysty 1 prowadzona poprzez hodowle mieszanych jaj
z roznych zniesien, dobrze znoszacych jaja samic; homozygotyczna pod
wzgledem leotl (recesywna mutacja powodujgca plamisto$¢ u dorostych ryb,
znana rowniez jako tup) i lofdt2 (dominujgca homozygotyczna mutacja
powodujaca  dhlugie ptetwy); linia niewykorzystana w  projekcie
sekwencjonowania Sangera.
wywodzi si¢ z dwoch linii - A 1 B (pochodzacych prawdopodobnie z wylggarni
na Florydzie) zakupionych przez Streisingera w réoznym czasie w sklepie
zoologicznym w Albany (Oregon); moze by¢ uzywana do partenogenezy
(zmniejszono u niej liczbe mutacji letalnych poprzez sprawdzanie haploidalnego
potomstwa poszczegdlnych samic pod katem zdrowia i wiasciwej morfologii
zarodkow; do tworzenia kolejnych pokolen krzyzowano samice
z niewyselekcjonowanymi samcami).
pochodzaca od pelnego rodzenstwa dzikich odmian Darjeeling, ktore poddano
genotypowaniu w laboratorium Johnsona (stwierdzono, ze okoto 14% genomu
nadal wykazuje polimorfizm w obrgbie stada); od tego czasu laboratorium

Johnsona prowadzi hodowle tych ryb, aby zachowa¢ ich réznorodno$¢ 1 wigor.
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NHGR-1 wywodzi si¢ si¢ z oryginalnego szczepu znanego jako "TAB-5" powstatego

ABO

SJIA

C32

z krzyzowki hybrydowej pomiedzy rybami z dwoch najczgséciej uzywanych
linii: Tubingen i AB; pokolenie F1 zostalo wyhodowane i przebadane pod katem
braku mutacji wptywajacych na pierwsze pi¢¢ dni rozwoju; szczep ten byt
hodowany w laboratorium Shawna Burgessa, bez wprowadzania innej
réznorodnosci genetycznej, od momentu jego wstepnej izolacji w 1997 roku;
z puli TAB-5 wybrano kilka par kojarzeniowych, a najbardziej odporng wybrano
jako pare zalozycielska dla NHGRI-1; genom NHGRI-1 zostat
zsekwencjonowany i zidentyfikowano ponad 10 milionéw wariantow
pojedynczych nukleotydow; zidentyfikowano prawie wszystkie regiony
genomu NHGRI-1, ktore sg niezmienne w pordwnaniu z sekwencja referencyjng
ZV9.

typ dziki; krzyzowka ryb zakupionych w sklepie zoologicznym ze szczepem
AB; utrzymywana jako linia wsobna.

linia wsobna wyhodowana z linii AB; podlinia hodowana w celu zmniejszenia
polimorfizmu (w przeciwienstwie do AB, ktora jest hodowana w celu
zachowania polimorfizmu); monomorficzna w co najmniej 85%.

obecnie C32bc9 sg pochodng chowu wsobnego prowadzonego przez Johnsona
w nastepujacy sposob: samice C32 pochodzace z laboratorium Johnsona zostaty
skrzyzowane z samcami SJD, a otrzymane w ten sposob hybrydowe samice
zostaly skrzyzowane z samcami C32; laboratorium Johnsona kontynuuje

krzyzowanie wsteczne w celu zmniejszenia udziatu SJD.

Za powszechnym wykorzystaniem danio pr¢gowanego jako organizmu modelowego

przemawia szereg czynnikOw: niewielki rozmiar osobniczy, niski koszt utrzymania

(w poréwnaniu do innych kregowcow modelowych), szybkie tempo rozwoju i1 przemiany

pokolef, wysokie podobiefistwo genetyczne do czlowieka (70 % genomu jest wspolne,

a w przypadku znanych nam chordb o podlozu genetycznym — 84 %), wysokie podobienstwo

funkcjonalne uktadéw danio i cztowieka oraz w pelni zsekwencjonowany genom [92]. Czgsty

wybor D. rerio jako modelu do badan genetycznych i embriologicznych jest determinowany

takze przez relatywnie wysoki stopien podobienstwa nukleotydowego (62,5-80 %) i

biatkowego (55-72,5 %) miedzy tym gatunkiem a Homo sapiens. Zbieznos¢ ta dotyczy wielu

gendow bedacych zarazem markerami nowotworowymi - takich jak m.in. CYP1B1 u ludzi, co

jest takze powodem zainteresowania tg kwestig w niniejszych badaniach.
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Osobniki utrzymywane w laboratorium moga przystepowac do rozrodu przez caly rok,
podczas gdy dzikie populacje rozmnazaja si¢ glownie sezonowo. Srednio, osiagaja one
dojrzato$¢ ptciowa okoto 80 dnia po zaplodnieniu. Samiec i samica przystepuja do tarta pod
wpltywem obecnych w wodzie stymulantow (hormony), wysokiej dostgpnosci pokarmu oraz
wzrostu temperatury wody [93]. Tarla odbywaja si¢ relatywnie czgsto aczkolwiek nieregularnie
- W 1-4 dniowych interwalach. Podczas jednego tarta samica moze ztozy¢ okoto kilkuset jaj
[93], a pojedyncze komorki sg $rednicy okoto 0,7 mm. Jaja nie sg klejace i sktadane sa
bezposrednio na podloze, bez przygotowania gniazda przez ktoregokolwiek z osobnikoéw
rodzicielskich. Wyleg nastepuje od dwoch do trzech dob po zaplodnieniu, w zaleznosci od

temperatury. Nie zaobserwowano zadnej formy opieki nad ikrg 1 larwami.

Nowotwory i ich zwiazek z estrogenami
Powszechnosé nowotworow.

Nowotworami (neoplazjami) nazywamy grupg¢ schorzen spowodowanych anormalnymi
podziatami komorek, mogacych prowadzi¢ do uposledzenia pierwotnych funkcji narzadu lub
tkanki. Nowotwory cechuje zdolno$¢ do inwazji badz przerzutdéw, co stato si¢ kryterium ich
zasadniczego podzialu na nowotwory ztosliwe (rak) oraz nieztosliwe (tagodne). W przypadku
ludzi opisano juz ponad 100 rodzajow nowotwordéw o réznej etiologii. Choroby nowotworowe,
pomimo lat prowadzenia nad nimi badan oraz kolejnych przetoméw zachodzacych
w opracowywaniu nowych terapii, nadal sa drugg przyczyng zgondw w Polsce [94] oraz
pierwsza globalnie [95].

W przypadku zwierzat, nowotwory takze sg jedng z najczestszych przyczyn zgondéw.
W badaniu wykonanym w 2006 roku dotyczacym wystepowania choréb nowotworowych
wérod zwierzat na terenie Dolnego Slaska mozemy znalez¢ informacje o psach, kotach, koniach
1 bydle domowym, brak jednak jakichkolwiek informacji dotyczacych ryb. Stan ten zwigzany
jest z odmiennym S$rodowiskiem zycia ryb, utrudniajacym mozliwo$¢ podjecia petnego
diagnozowania oraz negatywnym stosunkiem kosztéw do zyskow w przypadku préb
wykorzystania terapii. Dodatkowe znaczenie moze mie¢ rowniez fakt, ze pojecie dobrostanu
ryb jest koncepcja stosunkowo mtoda, a stopien przywigzania emocjonalnego wtascicieli do

tych zwierzat jest znacznie nizszy anizeli w przypadku ssakow czy ptakow [96].
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Karcinogeneza o podloiu estrogenowym

Prawdopodobne mechanizmy stojace za karcinogeneneza (lub kancerogeneza), czyli
procesem prowadzacym do powstawania komoérek nowotworowych, powodowang przez
hormony plciowe (W szczegdlnosci estrogeny) wyjasnit w swojej publikacji Stowikowski [97].
Wskazuje on, ze za zjawisko to mogg odpowiada¢ dwa specyficzne szlaki biochemiczne na
drodze, ktorych dochodzi do uszkodzenia materialu genetycznego komorek majacych kontakt
z estrogenami badz do zniszczenia struktury ich biatek [97]. Pierwsza droga jest zwigzana
Z wytwarzaniem genotoksycznych semichinonow, natomiast druga - z wptywem reaktywnych
form tlenu (ROS). Inne wyjasnienie mechanizmu tego zjawiska proponuje Lam 1 jego zespot
[98]. Wykonana przez nich analiza wykazata, ze komoérkach w wyniku nad-stymulacji
receptora estrogenowego dochodzi do stymulacji wysoce homologicznych i konserwatywnych
genow zwigzanych z regulacja cykli komorkowych, co skutkuje zwigkszong proliferacja
komorek, uszkodzeniami DNA, a co za tym idzie - niestabilno$cig genomu oraz ostabieniem
mechanizmow immunologicznych hamujacych procesy nowotworowe.

Wymienione przestanki wskazuja na potrzebe prowadzenia dalszych badan,
ukierunkowanych na poznawanie genéw ulegajacych nadmiernej ekspresji podczas ekspozycji
na zwigzki o charakterze estrogennym. Ponadto, wczes$niej wspomniane, wskazywane przez
wielu badaczy, wysokie podobienstwo funkcjonalne mechanizméw karcinogenezy o podtozu
estrogenowym wsrod ludzi oraz pewnych gatunkéw ryb (w tym D. rerio) jest powodem
uwzglednienia tego gatunku w niniejszej dysertacji. Zaréwno danio pregowany jak i czlowiek
posiadajg gen cyplbl, ktory u ludzi jest dodatkowo markerem nowotworowym. Jego
zwiekszona ekspresja notowana byta w przypadku wielu nowotworow, m.in: piersi, ptuc, jader,
macicy, jelit, glowy, szyi, skory, mdézgu oraz uktadu limfatycznego 1 uktadu moczowego [99-
105]. Potencjalne zwigkszenie ekspresji genu cyplbl takze u danio pregowanego narazonego

na kontakt z estrogenami stanowi osiowy problem poruszony w tej pracy.
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Cel pracy i hipotezy badawcze

Zanieczyszczenie $rodowiska wodnego estrogenami jest obecnie jednym
z najpowszechniej wystepujacych. Substancje te stanowia zagrozenie nie tylko poprzez
negatywny wpltyw na wyksztatcenie drugorzedowych cech piciowych, ale réwniez moga
prowadzi¢ do wystgpienia negatywnych nastepstw na poziomie metabolicznym, uktadu
krazenia, rozrodczego, immunologicznego, z procesami karcinogenezy wlacznie.

Znaczna cze$¢ przeprowadzonych dotychczas badan skupiata si¢ wylacznie na
okresleniu wptywu 17-p-estradiolu (E2) jako biologicznie najaktywniejszego z naturalnych
estrogendw, z pominigciem pozostatych dwoch — estronu estriolu (E1 i E3), ktore takze z tego
wzgledu zostaly ujete w niniejszych badaniach.

Cel pracy: Ewaluacja wptywu estriolu, 17-p-estradiolu i estronu na wybrane parametry
pigmentacji larw Danio rerio oraz na ekspresje genu cyplbl.

Cele szczegolowe:

1. okreslenie wplywu roznych stezen estriolu, 17-B-estradiolu i1 estronu na pigmentacj¢
larw danio pregowanegqo;

2. okreslenie wptywu roznych stezen estriolu, 17-B-estradiolu i estronu na poziom
ekspresji genu cyplbl;

3. porownanie wptywu 17-B-estradiolu, estriolu i estronu na pigmentacj¢ oraz ekspresj¢
genu cyplbl;

4. analiza korelacji miedzy ogdlng pigmentacjg badanych ryb a ekspresjg genu cyplbl.

Testowano nastepujace hipotezy:

1. ekspozycja na estrogeny powoduje zmiany wzglednej pigmentacji larw danio
pregowanego;
2. ekspozycja na estrogeny powoduje zmiany w poziomie ekspresji genu cyplbl

u badanego gatunku;

3. estriol, 17-B-estradiol i estron r6znig si¢ sita biologicznego oddziatywania na larwy;
4. istnieje korelacja pomiedzy ogdlng wzgledng pigmentacja badanych ryb a ekspresja
genu cyplbl.
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Material i metody

Material zwierzecy

Materiat badawczy stanowito 500 zaptodnionych jaj D. rerio linii TU dostarczonych
przez European Zebrafish Resource Center (EZRC) (Karlsruhe Institute of Technology,
Niemcy). Embriony przed wysytka umieszczono w butelkach shuzacych do hodowli
komoérkowych o powierzchni dna 25 cm?, wypetionych odpowiednim medium (zawierajacym
nastepujace sole - 5 mM NaCl, 0,17 mM KCI, 0,33 mM CaCl,, 0,33 mM MgSO,) z dodatkiem
blekitu metylowego w stezeniu 0,5 mg/dm?® . Celem spowolnienia rozwoju larw znajdujacych
si¢ w butelkach hodowlanych poddano je schtodzeniu. Zaptodnienie jaj miato miejsce okoto 12
godzin przed dostarczeniem materialu. Ikr¢ inkubowano na terenie Zakladu Limnologii
i Rybactwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, w specjalnie do tego celu

przygotowanych zbiornikach (Zdjecie 2).

Zdjecie 2. Butelki hodowlane zawierajace embriony D. rerio (fot. K. Wojnarowski).
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Przygotowanie roztworow hormonow

Do przygotowania testowanych roztworéw uzyto wody RO (uzyskanej z procesu
odwroconej osmozy) z dodatkiem komercyjnych soli Aquarium Systems — Instant Ocean (600
mg/L) (Instant Ocean, Blacksburg, USA). W badaniu wykorzystano estrogeny w formie
sproszkowanej: estriol, estron oraz B-estradiol (Millipore-Sigma, Burlington, MA, USA).
Eksperymentalne roztwory hormonow zostaly przygotowane metodg rozcienczen z bazowych
roztworéw o stezeniu 100 mg/dm?®. Na kazdym etapie rozcieficzania roztwory sonifikowano za
pomoca phluczki sonicznej Sonic 5 (Polsonic, Warszawa, Polska) w temperaturze 45 °C celem
wyrownania stezenia estrogendw w calej objetosci roztworu. Do nawazania wykorzystywano
wage analityczng Radwag AS-220/X (Radwag, Radom, Polska). Testowane wartosci stezen

poszczegbdlnych hormondéw zawiera tabela 2.

Tabela 2. Grupy badawcze i testowane stezenia estrogenow.

Nazwa grupy Stezenie Hormon
Kontrolna - -

E1.1 10 ng/dm?®
E1.2 100 ng/dm?® Estron
E1.3 1000 ng/dm?®
E2.1 10 ng/dm?3
E2.2 100 ng/dm?® 17-B-Estradiol
E2.3 1000 ng/dm?®
E3.1 10 ng/dm?®
E3.2 100 ng/dm?® Estriol
E3.3 1000 ng/dm?®

System utrzymania larw

Inkubacja oraz ekspozycja embriondéw, a nastgpnie larw (Zdjgcie 3) na hormony byta
prowadzona w zbiornikach o objetosci 20 litrow (Zdjgcie 4). Do utrzymywania temperatury
wody oraz napowietrzania wykorzystywano komercyjnie dostepne grzatki Eheim Jager 25W

Thermocontrol (Eheim, Deizisau, Niemcy) oraz napowietrzacze Miniboost 100 (Aquael,
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Warszawa, Polska). Urzadzenia grzewcze przed wykorzystaniem zostaty skalibrowane oraz

ustawione na utrzymywanie temperatury wody na poziomie 26 °C.

Zdjecie 3. Larwy Danio rerio (fot. K. Wojnarowski).

W trakcie trwania do$wiadczenia wykorzystywano fotoperiod 14 h $wiatta i 10 h
ciemnosci. Do o$wietlenia zbiornikow wykorzystywano lampy Juwel MultiLux Blue LED T35
438 mm, 12 Watt (Juwel Aquariums, Rybnik, Polska). Ze wzgledu na zatozenia badawcze,

w zbiornikach nie zastosowano zadnych systemoéw filtracyjnych.

Zdjecie 4. Zbiorniki doswiadczalne Zaktadu Limnologii i Rybactwa UPWr
(fot. K. Wojnarowski).
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Analiza wybranych parametrow jakosciowych wody

W trakcie trwania do§wiadczenia woda w kazdym ze zbiornikow byta kontrolowana

w 8-godzinnych interwatach. Dokonywano pomiardw nastepujacych parametrow:

e odczynu wody
e poziom natlenowania wody
e przewodnictwo elektryczne

e temperatura

Pomiaréw odczynu wody, przewodnictwa oraz temperatury dokonywano za pomocg miernika
multiparametrycznego HI9813 (Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, USA), poziom
tlenu rozpuszczonego w wodzie kontrolowano za pomocg tlenomierza przenosnego HI9147-04

(Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, USA).

Zdjecie 5. Miernik multiparametryczny do monitorowania parametréw wody
(fot. K. Wojnarowski).
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Tabela 3. Srednie warto$ci parametréw wody w trakcie trwania doswiadczenia (118h).

Grupy badawcze

Grupa kontrolna
Estron 10 ng/I
Estron 100 ng/l
Estron 1000 ng/I

17p-Estradiol
10 ng/l

17-p-Estradiol
100 ng/I

17-p-Estradiol
1000 ng/I

Estriol 10 ng/I
Estriol 100 ng/l

Estriol 1000 ng/I

Odczyn
wody
pH

7,3
7,2
7,3

7

7,2

7,2

7,1

7,2
7,2

7,1

Procedura eutanazji larw

Srednie wartosci parametrow

ZawartoS$¢ tlenu
(mg/dm?)

7,9
7,8
7,6

7,6

7,5

7,8

7,7

7,9
7,7

7,6

Przewodnictwo
(uS/cm)

530
660
710

640

600

630

670

540
600

620

Temperatura
(°O)

26,4
26,3
26,3

26,4

26,2

26,5

26,4

26,2
26,2

26,6

US$miercenie larw przeprowadzono poprzez przeniesienie ich do wody o temperaturze 4

°C, zgodnie z metodyka przedstawiong przez Wilsona i wsp. [106] oraz Caporale i wsp. [107].

Nastepnie w dalszym ciggu obnizano temperatur¢ do -8 °C. W dostepne;j literaturze metoda ta

uznawana jest za bardziej humanitarng w poréwnaniu do wykorzystania MS-222

(metanosulfonianu trikainy) [108-110]. Ze wzgledu na przeprowadzenie procedur przed

uplywem pigtego dnia od zaptodnienia ikry (brak umiejetnosci samodzielnego pobierania
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pokarmu przez larwy danio prggowanego), nie byla wymagana zgoda Lokalnej Komisji
Etycznej.

Przygotowanie materialu do izolacji RNA

Larwy po usmierceniu zostaly zhomogenizowane za pomoca mozdzierza, przy
wykorzystaniu cieklego azotu. Nastepnie probki zostalty zamrozone w temperaturze -20 °C na

czas 24 godzin.

Izolacja RNA

Material zostal ujednolicony w ramach odpowiadajacych im grup badawczych
(liczebno$¢ grupy N =15). Izolacje wykonano za pomocg zestawu Total RNA Mini (Zdjgcie 6)
(A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Do kazdej izolacji wykorzystano 30 mg tkanki (+/-
0,05 mg). Do zalaczonego protokotu wprowadzona zostata modyfikacja polegajaca na

dodatkowym oczyszczaniu probek (ptukanie przed elucjg RNA).

Zdjecie 6. Zestaw do izolacji RNA (fot. K. Wojnarowski).

Jako$¢ izolatbw RNA zostata sprawdzona przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 2000
(Zdjecie 7) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Srednia zawarto$é¢ materialu RNA
w probach wynosita 50 pg/ul (+/- 5 pg/ul). Wspodtczynnik uzyskany ze stosunku fal 260/230
(zanieczyszczenie zwigzane min. odczynnikami stosowanymi do izolacji) oraz 260/280
(zanieczyszczenie substancjami takimi jak enzymy, inhibitory) byt prawidtowy — zgodny

z normami urzadzenia oraz zestawu do izolacji (Zdjecie 8).
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Zdjecie 7. Spektrofotometr wykorzystany do analizy jakosci izolatow (fot. K. Wojnarowski)

2019_08_28_Nucleic Acid ryby.twbk]

Report Configuration Print

# Sampile ID User name Date and Time Nucleic Acid Unit AZ60 (Abs) A280 (Abs)
2 1 up 28.08201914:36 4440 ng/pl 11,100 5,448
3 z 28.08. 2019 14:38 8686 3 10,439
4 3 up 28.08.2019 14:40 6405 ng/ul 16,013 7,667 =
< o o T T T >
20
18
16
14
8
§ 12
E 10
| =3
8
6
4
2
0 \\‘nq_._._
220 230 240 260 270 280 2%0 300 310 320 330 340
\Wavelength (nm) <
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Zdjecie 8. Pogladowa krzywa przedstawiajaca wynik analizy spektrofotometryczne;j
otrzymanych probek.

Synteza cDNA

Do syntezy cDNA z uzyskanego materiatu RNA wykorzystano zestaw Thermo
Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Zdjgcie 9) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) przy wykorzystaniu primeru oligo (dT) 18 zalaczonego do zestawu.

Zdjecie 9. Zestaw do syntezy cDNA (fot. K. Wojnarowski).
Analiza real-time PCR
Analizg real-time PCR wykonano w Katedrze Genetyki UPWr przy uzyciu aparatu BIO
—RAD CFX Connect 96 Touch za pomocg zestawu SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green

Supermix (firmy Bio-Rad Laboratories, Inc, CA, USA) w objetosci 10 pl, w trzech

powtdrzeniach technicznych, w proporcjach przedstawionych w tabeli 4.

Tabela 4. Proporcje sktadnikoéw mieszaniny reakcyjnej do PCR.

Komponent Objetos¢ w 10 pl reakceji
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green 5ul
Supermix
Startery (F+R) 1 pul (0,8uM)
Matryca cDNA 2 ul (0,04-0,015x10%)
Woda jalowa 2ul
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Analize wykonano zgodnie z protokotem producenta. Lancuchowa reakcja polimerazy
obejmowata 40 cykli: aktywacj¢ polimerazy i denaturacj¢ DNA w 95 °C (30 s), denaturacj¢
w 95 °C (10 s), annealing w 58 °C (30 s). Wykonana zostata takze analiza krzywej topnienia
dla préb w temperaturze od 65 °C (5 s) do 95°C ( wzrost 0 0,5 °C w czasie 2 s) (Zdjecie 10).

i Data Analysis - KW1.perd — o X
File View Settings Expot Tocls &y plate setup + | Sy || Torget vl 7
Al Qusrtbcation [ Quatficason Data BN Met Curve é}il Met Cuve Data pif] Gene Bxpression (228 End Pont @8 Custom Data view I ac 1B Aun omation

Protocol: KW PROT 1pred Notes:

1 i 2 3 ] 5

90 C H %50 C %0 C
f 030 00 \ / 05 C 1D/Bar Code:
| \

f Other
850 C / [Run Started - 07/12/2021 153519
00 [ [User : BioRad/admin
o8 [l |Run Type: Userdefined
-] il [Plate Fe:kow PLATE pkd

Optical Head Serial Number : 7888R07176
(Base Senal Number : BROO7878
ICFX Maestro Version - 4.1.2433.1218,

Completed Scan Mode: SYBR/FAM only | Plate Type: BR Clear | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Zdjecie 10. Ustawienia protokotu przebiegu reakcji RT-PCR.

Do oceny ekspresji amplikonow wykorzystano startery przedstawione w tabeli 5.
Amplikonem referencyjnym byt cyplbl (F: GGCCAGTCAAGACACTCTGT; R:
CTGGATTTCTGGATACCTGACAAG) oraz RPL13-0/2 (F: GGCTGAAGGTGTTTGATGGC;
R: ATCGTCCAAGCAGGGCAAAT). Do kazdego badanego startera wykonano krzywe
standardowe, gdzie poziom wydajnosci wyniost dla: CYP1B1 — 93 % (R=0,994), RPL13-0/2 —
98,5 % (R=0,999), BMIC — 84 % (R=0,989). Pozostale wykazaty nizsze poziomy wydajnosci
(ponizej 70 %) 1 zostaty odrzucone. Nastgpnie dane uzyskane w trakcie procedury RT-PCR
(Zdjecie 11) zostaty opracowane przy uzyciu programu CFX Maestro (Bio-Rad Laboratories,
Inc, CA, USA). W tym celu pod uwage wzi¢to tylko proby zawierajace 50 ng/ul cDNA (+/- 10
ng/pl). Przy uzyciu programu CFX Maestro wyliczony zostaly poziom ekspresji genu

referencyjnego w probach.
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Zdjecie 11. Przebieg amplifikacji materialu genetycznego w trakcie reakcji RT-PCR.

Tabela 5. Startery wykorzystane podczas wstgpnej analizy wydajnosci.

Starter Sekwencja Zrédlo
Cyplbl F:GGCCAGTCAAGACACTCTGT Zaprojektowano na
Primer 1 R:CTGGATTTCTGGATACCTGACAAG podstawie [111]
RPL13a F:CCAACGTGCAGCGGCCTGAA [112]
Primer 1 R:CGTGGCCATCTTGAGTTCCT

RPL13a F:GGCTGAAGGTGTTTGATGGC [113]
Primer 2 R:ATCGTCCAAGCAGGGCAAAT

RPLP-2 F:GAACATCCTGGGGAGTGTGC [114]
Primer 1 R:GCTGGAACGGAGGCTAACTT

B2mic F:AGGATTGTCTGCTTGGCTCTCT [115]
Primer 1 R:CGCTGGCATCTCCCTCAA
GABDH F:CGCTGGCATCTCCCTCAA [116]
Primer 1 R:TCAGCAACACGATGGCTGTAG
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Analiza poziomu wzglednej pigmentacji larw

Do analizy poziomu wzglednej pigmentacji larw wykorzystywano mikroskop Delta
Optical Evolution 100 Trino Plan LED (Delta Optical, Katowice, Polska) wyposazony
w kamer¢ o 48 bitowe]j glebokosci kolorow, ktora zapewnia bardzo dobre odwzorowanie
rzeczywistych barw. Usmiercone wczesniej larwy (N=15) umieszczano na szalce Petriego
o wymiarach 200 x 30 mm. Fotografie wykonywano w maksymalnej dostgpnej rozdzielczosci,
t.J. 2592 x 1944 dpi. Zeskanowany obraz nast¢pnie przetworzono przy pomocy programu GIMP
(GNU Image Manipulation Program, licencja freeware - program bezptatny, otwartozrodtowy)
do skali szaros$ci. Wszystkie barwy zostaty przetworzone do skali obejmujacej 255 wartosci
(gdzie warto$¢ 1 to idealna czern a 255 to idealna biel). Nastgpnie probkowano wartos¢
pigmentacji w trzech wczesniej ustalonych punktach (Zdjecie 12) 1 wyliczono z nich wartos¢

srednig dla osobnika.

Rycina 2. Punkty probkowania pigmentacji larw.
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Zdjecie 12. Przyktadowa larwa badana poddana analizie relatywnego poziomu pigmentacji
(fot. K. Wojnarowski).

Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki przeanalizowano przy pomocy programu Statistica (Zdjgcie 13)
(v. 13.1., StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Normalno$¢ rozktadu danych zostata sprawdzona
przy pomocy testu Shapiro-Wilka. Wobec stwierdzonego rozktadu normalnego, zastosowano
test post-hoc Tukeya (P>0,05). Oszacowano rowniez korelacj¢ Spearmana pomiedzy ekspresja

badanego genu a poziomem $redniej pigmentacji larw.
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Zdjecie 13. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow w programie Statistica 13.1
(fot. K. Wojnarowski)
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Wyniki

Ekspozycja na estrogeny a pigmentacja ryb

Analiza $redniej wartosci wzglednej pigmentacji w przypadku ekspozycji larw na
dziatanie E1 wyniosta w grupie E1.1 - 58, E1.2 — 58,21 oraz w E1.3 — 58,43. W badanych
grupach wartosci byly podobne jak w grupie kontrolnej, co zostato potwierdzone brakiem
roznic statystycznych. Otrzymane wyniki analizy wartosci wzglednej pigmentacji zostaty

przedstawione w tabeli 6. oraz na wykresie 1.
Tabela 6. Wartosci wzglednej pigmentacji w grupach E1.

Wzgledna warto$¢ pigmentacji

L.p. El1l El.2 E1.3 Kontrolna
1 56 60 62 59
2 56 60 60 57
3 56 63 61 58
4 57 62 58 59
5 54 55 56 60
6 59 56 54 59
7 61 59 57 56
8 57 61 59 57
9 58 62 57 54
10 56 57 58 56
11 62 58 59 58
12 60 57 64 58
13 61 54 62 54
14 57 55 60 57
15 58 56 53 59

Srednia 58 58,211 58,429 57,29

SD 2,236 2,858 2,871 1,805
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Wykres 1. Wyniki analizy wzglednej wartosci pigmentacji dla grup E1.

Wzgledna wartoi¢ pigmentacji

Wiyniki analizy skutkéw ekspozycji na kolejny zwigzek — E2, wykazaty, ze najwyzsza
warto$cig charakteryzowata si¢ grupa E2.3, na poziomie 60,21, przy wartosci z grupy
kontrolnej na poziomie 57,4 (Tab.7, Wyk. 2.). Wykazane zostaly rowniez rdznice statystyczne
miedzy grupg kontrolng i E2.1 (p = 0.0407) oraz E2.1 i E2.3 (p = 0,0379). Nie wykazano
natomiast roznic statystycznych miedzy grupa E2.2 a pozostalymi stezeniami E2. Srednia
wzgledna warto$¢ pigmentacji dla tej grupy wyniosta 59,214.

Tabela 7. Wzgledna warto$¢ pigmentacji dla grup E2; matymi literami zaznaczono rdznice
istotne statystycznie.

Wzgledna warto$¢ pigmentacji

L.p E2.1 E2.2 E2.3 Kontrola
1 55 58 65 59
2 60 59 55 57
3 62 63 57 58
4 57 60 58 59
5 56 59 60 60
6 54 56 62 59
7 55 57 59 56
8 55 57 68 57
9 58 56 56 54
10 60 62 70 56
11 59 59 57 58
12 61 62 58 58
13 57 60 59 54
14 57 58 63 57
15 58 61 61 59
Srednia 57,786° 59,214 60,214" 57,29%
SD 2,305 2,177 4,195 1,805
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Wykres 2. Wyniki analizy wzglednej wartosci pigmentacji dla grup E2 (a,b — P<0,05).

Wyniki analizy wzglednej wartosci pigmentacji dla zwiazku E3, podobnie jak
w przypadku EIl, nie wskazaly na obecno$¢ istotnych roznic statystycznych pomigdzy
stezeniami (Tab.8, Wyk. 3). Wigkszo$¢ wartosci byta zblizona do wartosci kontrolnych, czyli

na poziomie okoto 57,3.

Tabela 8. Wzgledna warto$¢ pigmentacji dla grup E3.

Wzgledna warto$¢ pigmentacji

L.p E3.1 E3.2 E3.3 Kontrola
1 60 59 61 59
2 57 60 62 57
3 58 58 56 58
4 54 56 57 59
5 55 57 63 60
6 55 54 59 59
7 57 55 54 56
8 58 57 57 57
9 61 62 56 54

10 62 60 55 56

11 59 61 57 58

12 57 57 58 58

13 57 56 60 54

14 55 55 62 57

15 58 58 61 59

Srednia 57,533 57,667 58,533 57,29

SD 2,217 2,271 2,729 1,805
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Wykres 3. Wyniki analizy wzglednej warto$ci pigmentacji dla grup E3.

Ekspozycja na estrogeny a ekspresja genu CYP1B1

Wyniki analizy ekspresji genu CYP1B1 w zaleznoSci od st¢zenia badanych estrogenow
potwierdzaja wptyw tych hormonéw na poziom ekspresji. W przypadku stezenia 10 ng/dm?
osobniki poddane ekspozycjina E1, E2 1 E3 charakteryzowaty si¢ nizszym poziomem ekspresji
niz grupa kontrolna (Wyk. 4). Najnizszy poziom wystapit w grupie E3 — 0,45 RNE. Wykazano
rébwniez istotne rdznice statystyczne mig¢dzy grupa E3 a pozostalymi grupami i kontrolng
(odpowiednio: p=0,0001737 dla E1; p=0,000233 dla E2; p=0,000231 dla kontroli). Istotne
roznice statystyczne wykazano rowniez miedzy grupa E1 a E2 (p= 0,01897), E1 i grupa
kontrolng (p=0,0281) oraz mi¢dzy E2 i grupg kontrolng (p=0,0492).
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Wykres 4. Poziom ekspresji genu cyplbl w tkankach larw poddanych ekspozycji na
estrogeny o stezeniu 10 ng/dm? (a, b — P<0,05; A, B — P<0,01).
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Osobniki poddane ekspozycji na 100 ng/dm? badanych estrogenow, charakteryzowaty
si¢ znacznie wyzszym poziomem ekspresji niz grupa kontrolna (0,65 RNE) (Wyk. 5).
Najwyzszy poziom ekspresji wykazano w grupie E2 (1,35 RNE), oraz kolejno w grupie E1 i
E2 (odpowiednio: 1,18 RNE; 1,00 RNE). Wykazano rowniez migdzy grupa El, E2, E3 i1
kontrolng wysoce istotne roéznice statystyczne (p=0,00238 dla E3 i E2, p=0,000231 dlaE1 i E2,
El
i kontroli, E3 i kontroli, p= 0,000234 w przypadku E3 i E1).

EE] mE2 mE3 = Kontrola
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Wykres 5. Poziom ekspresji genu cyplbl w tkankach larw poddanych ekspozycji na
estrogeny w stezeniu 100 ng/dm? (A, B — P<0,01).

Najwyzszy poziom ekspresji wykazano natomiast przy ekspozycji larw na stezenie 1000
ng/dm?® badanych estrogenéw. Najwyzsza warto$¢ RNE stwierdzono w grupie E1 (2,6 RNE),
a najnizsza w grupie kontrolnej - 0,65 RNE (Wyk. 6). Wysoki poziom wykryto réwniez
w grupie E2 (1,87 RNE) 1 E3 (2,13 RNE) w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jednakze byt on
nizszy niz w grupie E1. Migdzy grupami wykazano rowniez wysoce istotne rdznice
statystyczne (p= 0,00253 miedzy E2 i kontrolg, p=0,00025 w przypadku E3 i E2, p=0,000251
dlaE1liE2,p=0,000231 w przypadku E1 i E3).

mEl mE2 mE3 = Kontrola
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Wykres 6. Poziom ekspresji genu cyplbl w tkankach larw poddanych ekspozycji na
estrogeny w stezeniu 1000 ng/dm? (A, B — P<0,01).

W nastgpnym etapie zostaly przeanalizowane réznice wewnatrz grup (Wyk. 7-9).
W grupie E1 najwyzszy poziom ekspresji wystapil w podgrupie grupie E1.3 a najnizszy
w podgrupie El.1. Stwierdzone roéznice byly wysoce istotne roznice statystyczne w (p= w
zakresie od 0,000281 do 0,000227) (Wyk. 7).

W obrebie grupy E2 wysoce istotne statystycznie rdznice wystapity miedzy grupa
kontrolng 1 E2.1 a E2.2 i E2.3 (odpowiednio: p=0,00281, p=0,00189; p=0,000227). Miedzy
grupa kontrolng a E2.1 wystapily istotne roznice statystyczne (p=0,0492), podobnie jak migdzy
grupa E2.2 i E2.3 (p=0,01854). Dane przedstawiono na wykresie nr 8.

W grupie E3 wykazano najwyzszy poziom ekspresji w podgrupie E3.3, natomiast
najnizszy w E3.1 (odpowiednio: 2,13 RNE; 0,45 RNE). W przypadku podgrupy E3.1 byl on
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réwniez znaczaco nizszy niz w grupie kontrolnej, co ukazano na wykresie nr 9. R6znice migdzy
grupami potwierdzono rowniez statystycznie (dla E3.1 oraz kontroli p=0,000231; E3.2 oraz
E3.1 p=0,000227, E3.1 oraz E3.3 = 0,00023; E3.2 oraz E3.3 p=0,0024; E2.3, E2.2 oraz
kontrolna p=0,0023).

mEI.1 mE1.2 EIl1.3 mKonfrola
3.00

Z,TSC
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2,00

RNE (AACq)
n
=
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Wykres 7. Poziomy ekspresji genu cyplbl w grupach E1 (A, B — P<0,01).
mE21 mE22 =mE23 =Kontrola
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- I
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Wykres 8. Poziomy ekspresji genu cyplbl w grupach E2 (a, b — P<0,05; A, B — P<0,01).
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Wykres 9. Poziomy ekspresji genu cyplbl w grupach E3 (a, b — P<0,05; A, B — P<0,01).

Wykazano rowniez pozytywna korelacje (0,745455) miedzy ogdlnymi warto$ciami

wzglednej pigmentacji oraz ekspresja badanego genu.
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Dyskusja

W przeprowadzonych badaniach okreslono wzgledna pigmentacj¢ larw oraz poziom
ekspresji genu cyplbl, powigzanego w literaturze z wystgpowaniem zwigkszonego ryzyka
karcinogenezy [117-119]. Gen ten jest powszechnym markerem nowotworowym w przypadku
ludzi, jednak nie jest on czestym przedmiotem badan w przypadku danio pregowanego,
pomimo faktu potwierdzenia uzytecznosci tego gatunku jako modelu w badaniach nad
procesami nowotworowymi, w tym zwigzanych z dziataniem zwigzkéw endokrynnie
czynnych. Jak juz wspomniano, zwigzki te wywierajg wptyw gtownie poprzez oddziatywanie
na receptory estrogenéw (ER) badz receptory grup arylowo-hydroksylowych (AHR) [120-122].
Natomiast na istotne znaczenie pigmentacji 1 zwigzanej z tym zmiennosci komorek
a wystepowaniem procesow karcinogenezy wskazuja w swojej opinii Marine 1 Soengas [123].

Zwigzek migdzy pigmentacja danio a receptorami estrogendow byl posrednio
przedmiotem badan prowadzonych przez Tingaud-Sequeira i in. [124]. W swojej pracy
wykazali oni, ze w przypadku danio pregowanego, ekspresja genu esr2a zwigzanego
Z receptorem ER-a moze odgrywac istotng rolg w procesach zwigzanych z funkcjonowaniem
skory i wyksztalcaniem jej wytworow. Narazenie na kontakt ze zwigzkami 0 charakterze
endokrynnym moze migdzy innymi wptywa¢ na zmiang¢ liczby komorek §luzowych,
pogrubienie naskoérka oraz promowaé odktadanie/mobilizacje jonow wapnia 1 fosforanow
podczas morfogenezy/resorpcji tusek.

Wyniki analizy wzglednego poziomu pigmentacji larw przeprowadzonej w niniejszej
pracy, wskazujgce na istotny statystycznie wptyw 17-B-estradiolu, potwierdzajg prawdziwos¢
pierwszej hipotezy zakladajacej istnienie zwigzku pomiedzy tymi zmiennymi. Obecnos¢
istotnych réznic wylacznie w przypadku E2 jest prawdopodobnie zwigzana z faktem, zZe
zwigzek ten charakteryzuje si¢ wyzsza biologiczng aktywnoscig od estronu i estriolu [121,125].
Podobny wptyw zearalenonu, bedacego jedynym znanym dotychczas mykoestrogenem, do
odnotowanego w niniejszych badaniach wykazali Bakos i in. [126]. Zaobserwowali oni, ze
w przypadku trwajgcej 96 oraz 120 h ekspozycji larw danio pregowanego na stezenie 50 pg/dm?
tego zwiazku, nastgpilo statystycznie istotne uposledzenie pigmentacji larw. Mimo iz stezenie
zearalenonu wykorzystane przez badaczy bylo znacznie wyzsze anizeli st¢Zenia estrogenow
testowane w niniejszych badaniach, trzeba zwréci¢ uwage, na to iz mykoestrogen cechuje

znacznie nizszy poziom aktywnosci anizeli E1, E2 czy nawet najstabszy z nich - E3. Zbiezne
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wyniki dotyczace wpltywu bisfenolu A, kolejnego zwiazku o charakterze endokrynnie
czynnym, uzyskali Tohmé i in. [127]. Autorzy wykazali, ze bisfenol A oraz bisfenol E
w stezeniach 1 do 70 uM na 5 cm® medium doprowadzity do uposledzenia pigmentacji
u embrioné6w danio pregowanego. Obserwacje zaburzenia wybarwienia embrionéw i larw
danio pregowanego wystawionych na kontakt z bisfenolami poczynili takze Moreman i in.
[128]. Fraser i in. [129] zaobserwowali zaburzenia pigmentacji u embrionéw i larw danio
pregowanego pod wplywem dziatania E2, E3 oraz BPA (w stezeniach od 1 do 1000 ng/dm?3).
Jeszcze jedng publikacja potwierdzajaca negatywny wplyw estrogendw na wybarwienie larw
danio pregowanego jest praca Bogersa i in. [130]. W efekcie wystawienia embrionow 1 larw na
trzy stezenia tj. 1, 3 oraz 10 ng/dm?® 17-a-etynyloestradiolu, przy najwyzszym zaobserwowano
osobniki o obnizonej pigmentacji w stosunku do grupy kontrolnej i1 pozostatych grup
badawczych. Bardzo niewielkie st¢zenia, przy ktorych Bogers 1 autorzy zaobserwowali
wystapienie roznic moze wynika¢ z faktu, ze EE2 charakteryzuje si¢ od 11 do 27 razy wyzsza
aktywnoscig niz zastosowany w niniejszych badaniach E2 [131]. Zaprezentowane wyniki
wlasne sg zbiezne z wigkszoscig obserwacji innych autorow. Jedyna praca, w ktorej autorzy
prezentuja odmienne rezultaty dotyczace wptywu E2 na pigmentacje embrionow danio
pregowanego jest publikacja Martineza 1 in. [132]. Autorzy poddali ikr¢ dziataniu roztworow
(0,1-438 uM) E2, BPA, TBT oraz PFOS. Efektem ekspozycji byt istotny statystycznie wzrost
stopnia pigmentacji u ryb testowanych w stosunku do grupy kontrolnej. Badacze ttumaczg ten
fakt og6lnym wystgpieniem zjawiska stresu 1 powigzanym z nim efektem wzrostu pigmentacji
larw. Jednakze, jak wskazuje przytoczona literatura, w wigkszosci przypadkoéw larwy danio
pregowanego poddane dzialaniu negatywnie wptywajacych zwigzkéw charakteryzuja sie
nizsza ogodlng pigmentacja [133,134]. Dodatkowo nalezy zwroci¢ uwage, ze autorzy wykluczyli
z analizy osobniki, u ktorych wady anatomiczne utrudnialy utozenie larw (dorsalne badz
lateralne) na szalce Petriego [ 134], co potencjalnie mogto zaburzy¢ uzyskane przez nich wyniki.

W przypadku innych gatunkéow ryb doskonatokostnych (Teleostei) w dostepnej
literaturze mozna odnalez¢ tez rezultaty sprzeczne z uzyskanymi w niniejszych oraz wyzej

przytoczonych badaniach. Ardeshir i in. [135] poddali ekspozycji na rézne st¢zenia (10_6 oraz
1077 M) nonylofenolu (NP) niedojrzate ptciowo osobniki karasia ztocistego Carassius auratus

L., w efekcie czego zaobserwowali wzrost zawartosci melaniny w komorkach ryb. Przyczyng
rozbiezno$ci wynikow jest prawdopodobnie wykorzystanie zarowno innego gatunku jak 1 wiek
osobnikow poddanych ekspozycji, gdyz to stadia mtodociane s3 najbardziej narazone na

negatywny wplyw zwiazkéw o charakterze estrogenowym. Kolejna praca wskazujaca, ze
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czynnik gatunkowy moze mie¢ znaczenie przy wptywie estrogenéw badz ksenoestrogendw na
poziom pigmentacji larw jest publikacja autorstwa Krisfalusi’ego i in. [136]. Autorzy wskazuja
w niej, ze embriony oraz larwy pstraga teczowego Onchorynchus mykiss (Walbaum, 1792)
poddane ekspozycji na 17-B-estradiol (1, 2, 3 i 4 mg/dm?®) charakteryzowaly sic wyzszym
poziomem pigmentacji anizeli osobniki w grupie kontrolnej. W powyzszym przypadku musimy
jednak zwroci¢ uwage na znaczne roznice w rozwoju pstraga teczowego, do ktérych naleza:
dluzsza inkubacja ikry oraz odmienne optimum warunkow inkubacji (nizsza temperatura,
wigksze zapotrzebowanie na tlen rozpuszczony w wodzie) w poroOwnaniu do rozwoju
1 wymagan danio pregowanego. Wymienione rozbieznosci mogg potencjalnie wplyng¢ na
fizjologiczng 1 biochemiczng reakcj¢ ryb w odpowiedzi na kontakt ze zwigzkami reagujgcymi
Z receptorami estrogenow.

W wykonanym do$wiadczeniu zauwazalny jest istotny wzrost ekspresji genu cyplbl
w przypadku kazdego testowanego hormonu, co stanowi potwierdzenie prawdziwos$ci drugiej
z postawionych hipotez. Znaczenie badanego genu w metabolizmie estrogenéw u danio
pregowanego wykazali Scornaienchi 1 in. [137]. Autorzy zmierzyli poziom zawartosci
biatkowych produktow ekspresji cyplbl, przy wykorzystaniu zmodyfikowanych bakterii
pateczki okreznicy (Escherichia coli), naturalnie niezdolnych do metabolizowania estrogenow,
do ktorych wprowadzili warianty genow cypl nalezacych do danio prggowanego. W efekcie
autorzy stwierdzili, ze w stosunku do grupy kontrolnej CPR w grupie CYP1B1 doszto do
statystycznie istotnego zwigkszenia catkowitej zawartosci biatek (11,65 mg/ml vs 19,20 mg/ml)
oraz jednoczesnego istotnego zmniejszenia aktywnosci cytochromu ¢ (29,68+3,2 vs 16,27+0,68
nmol/mg namin.). W przypadku catkowitej zawartosci biatek P450 nie wykazano ich obecnosci
w grupie kontrolnej, natomiast w grupie CYP1BI1 calkowita zawarto$¢ cytochromu P450
wyniosta 0,278 nmol/mg. Dodatkowo podczas badania bakterii z wprowadzonymi genami
CYP1 zaobserwowano powstawanie dwoch metabolitow 17-B-estradiolu (tj. 2-OHE> oraz 4-
OHE>), ktore zwyczajowo powstaja podczas metabolizmu tego zwiagzku przez organizmy
ssakow.

W badaniu Briunig i in. [138] autorzy skupili si¢ gldwnie na powigzaniu ekspres;ji
cyplbl z receptorami AHR, jednak jak wskazuje dostgpna literatura geny te sg roOwniez
powigzane z receptorami estrogenéw ERa, ERP, ERy czy GPER [139-142]. Badacze
przedstawili obraz ekspresji genu cyplbl pod wptywem B-naftoflawonu w czasie, w stosunku
do grupy kontrolnej. Przy podobnym czasie trwania doswiadczenia (120 h od zaptodnienia),
ekspresja genu cyplbl wzrosta, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, blisko 40-krotnie.

Zaobserwowane przez badaczy roznice sg znacznie wyzsze anizeli roznice stwierdzone
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w niniejszym badaniu. Trzeba jednak zwroci¢ uwage na powigzanie genu cyplbl ze
wspomnianymi wczesniej receptorami, wobec ktorego ekspresja wywotana przez zwigzek
bedacy weglowodorem aromatycznym moze by¢ znacznie silniejsza w porownaniu do efektow
dzialania naturalnych estrogenéw. Sami autorzy wskazuja, ze ekspresja tego genu byta gléwnie
regulowana przez AHR2, jak rowniez, aczkolwiek w mniejszym stopniu przez receptory
estrogenéw. Odkrycie wskazuje na kolejng potencjalnie niebezpieczng synergi¢ - migdzy
obecnymi w $rodowisku estrogenami a weglowodorami reagujagcymi z receptorami
estrogenow, wywierajacymi wspolnie efekt silniejszy anizeli suma ich wplywow [143]. Wyniki
podobne do przedstawionych przez zespot Braunig uzyskali takze Lu 1 wsp. [143]. Po
ekspozycji larw danio prggowanego na dzialanie mieszaniny weglowodorow
wieloaromatycznych autorzy zaobserwowali ponad 12-krotny wzrost poziomu ekspresji
cyplbl w stosunku do grupy kontrolnej. Przedstawione wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze
regulacja ekspresji cyplbl jest wieloczynnikowa, co takze potwierdza wynik badania Duana
i in. [144]. Badacze zaobserwowali zwickszong ekspresje cyplbl u embrionéw danio
pregowanego wystawionych na 120-godzinng ekspozycje na czastki stale P.M>5. Warto$ci
poziomu ekspresji genu cyplbl uzyskane przez autorow sa zblizone do wynikoéw
przedstawionych w ramach niniejszej pracy. Relatywna warto$¢ ekspresji genu cyplbl u larw
poddanych dziataniu roztworu czgstek statych P.M2s w poréwnaniu do grupy kontrolnej byta
istotnie statystycznie zwigkszona o okoto 175 %. Bezposrednim wskazaniem powigzania
cyplbl nie tylko z receptorem AHR sg badania przeprowadzone przez Timme-Laragy’ego i in.
[145], w ktorych ekspozycji na wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne poddano
milodociane stadia danio pregowanych cyplbl knockdown. Badacze nie zaobserwowali
zadnych zmian w mechanizmach toksycznosci wywotanych przez te zwigzki co wskazuje, ze
zachodzg one rowniez przy udziale innych szlakow. Warto rowniez wzig¢ pod uwage wyniki,
ktore przedstawili w swojej pracy Liu i in. [ 146]. Autorzy wykorzystali komorki watroby L8824
gatunku blisko spokrewnionego =z danio pregowanym, tj. amura zZwyczajnego
Ctenopharyngodon idella (Valenciennes, 1844), ktore poddali dziataniu 1, 51 10 nM roztworéw
BPA. Ten ksenoestrogen charakteryzuje si¢ wysoka aktywnos$cig biologiczng. Po
przeprowadzonej analizie badacze stwierdzili, ze ekspresja genu cyplbl po 24 h ekspozycji na
ksenoestrogen wzrosta odpowiednio okoto: 4, 50 oraz 60-krotnie. Nalezy jednak wzia¢ pod
uwage, ze przedstawione wyniki zostaly uzyskane przy pomocy modelu komorkowego,
ktorego ekstrapolacja na warunki in vivo moze nie by¢ doktadna w 100 %. W badaniach Chaube
i in. [147], badacze poddali ekspozycji na 2-hydroksyestradiol (estrogen katecholowy) komorki
jajnika dlugowasa azjatyckiego Heteropneustes fossilis (Bloch, 1794) w czasie 0-24 h.
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W efekcie ekspozycji zaobserwowali 3-krotny w przypadku 8 h, 6-krotny w przypadku 16 h
oraz 2-krotny w przypadku 24 h wzrost poziomu relatywnej ekspresji genu cyplbl. Co istotne,
wyniki te wskazuja rowniez, ze wzrost relatywnej ekspresji genu nie zawsze jest liniowy w
stosunku do st¢zenia oraz czasu ekspozycji.

Zaobserwowany w ramach niniejszych badan spadek ekspresji w przypadku grupy E2.3
moze by¢ potencjalnie zwigzany z toksycznym dziataniem tego zwigzku w tak wysokim
stezeniu. Larwy poddane ekspozycji w tej grupie wykazywaly si¢ znacznie nizszg zywotnoscia
oraz checig zerowania. Jest to prawdopodobnie przyczyng swoistego zaburzenia liniowej
tendencji wzrostu ekspresji genu cyplbl w rosngcych stezeniach hormonéw. Nie mniej, jest
zgodne z wyzej przytoczonymi wynikami badan in vitro dotyczacymi komorek dtugowasa
azjatyckiego oraz potwierdza trzecig hipoteze, o zroznicowanej sile oddziatywania badanych
zwigzkow chemicznych na larwy danio.

Zardéwno fakt syntezy tych samych biatek jak 1 zwigzanych z nimi metabolitow estronu,
17-B-estradiolu oraz estriolu wskazuje, ze metabolizm tych hormondéw w przypadku danio
pregowanego zachodzi w blizniaczy sposob do organizmow ssakéw, w tym przy udziale
bedacego w zainteresowaniu niniejszej pracy genu Ccyplbl. Dodatkowa przestanka
potwierdzajaca podobienstwo metaboliczne ryb i ssakow jest przyktad mechanizmu reakcji
dwoch gatunkow ryb doskonatokostnych - sardynki pacyficznej Sardinops sagax (Jenyns,
1842) i makreli kolias Scomber japonicus Houttuyn, 1782, u ktorych w efekcie ekspozycji na
dziatanie EE> doszto do zaburzenia wielu szlakow biologicznych: KEGG 05230 (central carbon
metabolism in cancer - centralny metabolizm we¢gla w nowotworach), KEGG 04370 (VEGF
signaling pathway - szlak sygnalizacyjny czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego), KEGG
04664 (Fc epsilon RI signaling pathway - $ciezka sygnatowa Fc epsilon RI), KEGG 05205
(proteoglycans in cancer - proteoglikany w nowotworach), KEGG 05204 (chemical
carcinogenesis-DNA adducts - chemiczna karcinogeneza-addukty DNA) [12]. Nowatorskie
podejscie autoréw zaowocowato zestawieniem danych uzyskanych z sekwencjonowania
wysokiej przepustowosci (HTS - high throughput sequencing) a nastepnie poréwnaniem
uzyskanych sekwencji do genomu cztowieka. W efekcie uzyskano informacje na temat genow
bedacych ortologami u poréwnywanych gatunkow.

Praktycznym potwierdzeniem znaczenia podobiefistwa mechanizmoéw procesow
nowotworowych u danio 1 cztowieka oraz istotnosci tego modelu w trakcie badah nad
procesami nowotworowymi jest fakt szerokiego wykorzystywania ryby w najnowszych

badaniach dotyczacych genetycznego oraz molekularnego podioza tych zjawisk [148,149].
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Potwierdzeniem ostatniej postawionej hipotezy jest stwierdzenie istnienia pozytywnej
korelacji migdzy wzglednym poziomem pigmentacji larw oraz relatywnym poziomem ekspresji
genu cyplbl, aczkolwiek znaczacy wpltyw na ten fakt mialy istotne statystycznie roznice
zaobserwowane w przypadku grupy E2. Wydaje si¢ zatem, ze okre$lanie wartosci tego
parametru moze by¢ przydatne podczas analizy wplywu najaktywniejszych biologicznie
estrogendw obecnych w srodowiskach wodnych §wiata.

Wobec wyzej zaprezentowanych wynikodw, za istotne mozna uzna¢ przestanki
sktaniajgce ku wnioskowi, ze ekspozycja ryb na estrogeny badz zwigzki o charakterze
estrogennym istotnie zwigksza¢ bedzie ryzyko zapadalnosci tych zwierzat na choroby
nowotworowe, podobnie jak ma to miejsce w przypadku ssakoéw [12, 142, 150, 151].

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na relatywnie niewielkie zainteresowanie srodowiska
badawczego wplywem, rozpowszechnionych w ciekach i zbiornikach wodnych swiata, E1 oraz
E3 na ekspresje gendéw zwigzanych z cytochromem P450 u ryb doskonatokostnych. W efekcie,
w literaturze zauwazalna jest znaczna dysproporcja migdzy publikacjami skupiajgcymi si¢ na
wplywie E2 na poziom ekspresji genow zwigzanych z cytochromem P450 w poréwnaniu do
prac dotyczacych skutkéw wpltywu E1 1 E3. Prawdopodobnie taki stan rzeczy wynika z faktu
najwyzszej biologicznej aktywnosci E2 wsrdd naturalnych estrogendéw, co w konsekwencji
utatwia otrzymanie jednoznacznych wynikow.

Z drugiej strony, mniejsza koncentracja uwagi badaczy na ‘stabszych’ estrogenach, nie
zmienia faktu, udowodnionej w niniejszej pracy, ich biologicznej aktywnosci - czy to
w warunkach laboratoryjnych, czy zanieczyszczonych $rodowiskach naturalnych.
Statystycznie istotne zwigkszenie ekspresji zarowno w przypadku estronu jak i estriolu oraz
skala tego wzrostu, wyraznie wskazuja na potrzeb¢ prowadzenia dalszych badan
umozliwiajacych doktadniejsze poznanie mechanizméw zaburzania przez nie szlakow

metabolicznych takze u innych gatunkow ryb.
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Wnioski

. Poziomy wzglednej pigmentacji migdzy E2.1 oraz E2.3 1 E2.3 i grupg kontrolng wykazuja
istotne statystycznie roznice. .

. W przypadku pozostatych estrogendéw nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic.
. Najnizszy poziom ekspresji genu cyplbl zaobserwowano w przypadku 10 ng/dm? stezenia
estriolu.

. Najwyzszy poziom ekspresji genu cyplbl zaobserwowano w przypadku estronu i stezenia
1000 ng/dm?.

. W przypadku wszystkich badanych grup estrogendéw (estriol, estron oraz 17-f-estradiol)
przy stezeniach 100 ng/dm?® oraz 1000 ng/dm?® wykazano istnienie istotnych statystycznie
roznic w poziomie ekspresji genu cyplbl.

. W przypadku stezenia 10 ng/dm?® wykazano istotne réznice statystyczne miedzy grupa E3
a pozostatymi grupami i kontrolna, miedzy grupa E1 a E2, E1 i grupa kontrolng oraz
migdzy E2 1 grupa kontrolna.

. Zbiorcza analiza korelacji migdzy ogolng pigmentacjg badanych ryb a ekspresja genu
cyplbl wykazata istnienie dodatniej, istotnej statystycznie Korelacji miedzy tymi

parametrami.
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Spis rycin

Rycina 1. Obszar naturalnego wystepowania Danio rerio.

Rycina 2. Miejsca probkowania pigmentacji larw.
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Spis zdje¢é
Zdjecie 1. Doroste osobniki Danio rerio utrzymywane w Lehrstuhl fiir Fischkrankheiten und
Fischereibiologie, Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen (fot. K. Wojnarowski)

Zdjecie 2. Butelki hodowlane zawierajace embriony Danio rerio wykorzystywane w trakcie
eksperymentu (fot. K. Wojnarowski).

Zdjecie 3. Zbiorniki doswiadczalne Zaktadu Limnologii i Rybactwa (fot. K. Wojnarowski).
Zdjecie 4. Larwy Danio rerio (fot. K. Wojnarowski).

Zdjecie 5. Miernik multiparametryczny wykorzystywany w trakcie monitorowania

parametréw wody (fot. K. Wojnarowskai).

Zdjecie 6. Zestaw Total RNA Mini stuzacy do izolacji RNA (fot. K. Wojnarowski).
Zdjecie 7. Spektrofotometr NanoDrop 2000 wykorzystywany do analizy jakosci izolatow
(fot. K. Wojnarowski)

Zdjecie 8. Pogladowa krzywa przedstawiajgca wynik analizy spektrofotometrycznej

otrzymanych préobek.

Zdjecie 9. Zestaw Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(fot. K. Wojnarowski).

Zdjecie 10. Ustawienia protokotu przebiegu reakcji RT-PCR.

Zdjecie 11. Przebieg amplifikacji materiatu genetycznego w trakcie reakcji RT-PCR.

Zdjecie 12. Przyktadowa larwa badana poddana analizie relatywnego poziomu pigmentacji

(fot. K. Wojnarowski).

Zdjecie 13. Analiza statystyczna uzyskanych wynikoéw w programie Statistica 13.1 (fot. K.

Wojnarowski)
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Spis tabel

Tabela 1. Linie D. rerio utrzymywane w warunkach laboratoryjnych

(za: Spence i wsp. 2008 [75] oraz [91]).

Tabela 2. Srednie warto$ci parametréw wody w trakcie trwania doswiadczenia (118h).
Tabela 3. Proporcje sktadnikow mieszaniny reakcyjnej do PCR.

Tabela 4. Primery wykorzystane podczas wstepnej analizy wydajnosci

Tabela 5. Startery wykorzystane podczas wstepnej analizy wydajnosci.

Tabela 6. Wartosci wzglednej pigmentacji w grupach E1.

Tabela 7. Wzgledna wartos$¢ pigmentacji dla grup E2.

Tabela 8. Wzgledna wartos$¢ pigmentacji dla grup E3.
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Spis wykresow

Wykres 1. Wyniki analizy wzglednej wartos¢ pigmentacji dla grup E1.

Wykres 2. Wyniki analizy wzglednej wartosci pigmentacji dla grup E2 (a,b — P<0,05).
Wykres 3. Wyniki analizy wzglednej warto$¢ pigmentacji dla grup E3.

Wykres 4. Poziom ekspresji genu cyplbl w tkankach larw poddanych ekspozycji na
estrogeny o stezeniu 10 ng/dm? (a, b — P<0,05; A, B — P<0,01).

Wykres 5. Poziom ekspresji genu cyplbl w tkankach larw poddanych ekspozycji na
estrogeny w stezeniu 100 ng/dm? (A, B — P<0,01).

Wykres 6. Poziom ekspresji genu cyplbl w tkankach larw poddanych ekspozycji na badane
estrogeny — 1000 ng/dm? (A, B — P<0,01).

Wykres 7. Poziomy ekspresji genu cyplbl w grupach E1 (A, B — P<0,01).
Wykres 8. Poziomy ekspresji genu cyplbl w grupach E2 (a, b — P<0,05; A, B — P<0,01).

Wykres 9. Poziomy ekspresji genu cyplbl w grupach E3 (a, b — P<0,05; A, B — P<0,01).
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