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Streszczenie

Rak ptuc jest jednym z najczg¢sciej diagnozowanych nowotworéw na $wiecie,
zarbwno u kobiet jak i mezczyzn. Mimo nieustajacych postepéw w diagnostyce
molekularnej i wdrazaniu coraz nowoczesniejszych strategii leczenia, co roku stanowi
najezestsza przyczyneg $Smierci spowodowanej chorobami nowotworowymi u obu phei. Zte
rokowania i wysoka umieralno$¢ zmuszaja do poznania proceséw prowadzacych do
rozwoju tego nowotworu, co pozwoli na znalezienie lepszych metod diagnostycznych,
prewencyjnych lub terapeutycznych. Rak pluc jest chorobg kompleksowa. Jego
powstawanie i rozwdj zalezg od wielu réznych czynnikéw, zarbwno molekularnych jak
srodowiskowych. Bezdyskusyjng kwesta jest, ze gtdwne czynniki zaangazowane we
wzrost wspomnianego nowotworu, zwigzane sa z dlugotrwala ekspozycja na dym
tytoniowy lub ksenobiotyki obecne w powietrzu. Pomimo oczywistego, kancerogennego
wplywu papierosdw na pluca, najnowsze badania podkreslaja réwniez istotna role
hormonéw piciowych, w szczegélnosci estrogendw, w postepowaniu tego procesu. W
tkance nowotworowej phlic wykazano nieprawidtowa ekspresjc genéw i biatek
zaangazowanych w syntezg estradiolu in situ, migdzy innymi aromatazy i HSD17B1, co
prowadzito do zwigkszonego poziomu E; w komoérkach. Hormon ten w wielu liniach
komoérkowych, wykazujacych ekspresje ER, powodowal indukcje proliferacji i
inwazyjnosci. E2 do swojego dziatania potrzebuje odpowiedniego receptora. Polaczenie
si¢. E2 z bialkiem skutkuje wywotaniem odpowiedzi komédrkowej, zwigzanej z
transkrypcja odpowiednich genéw i synteza whasciwych biatek. Sam proces wspomagany
Jest przez szereg koaktywatorow, ktérych rola jest stabilizacja kompleksu
transkrypcyjnego stworzonego z receptora iczasteczki sygnatowej. Jednym z takich
biatek jest PELPI, ktory jest ostatnio intensywnie badany i czesto ulega nadekspresji
w wielu typach nowotworéw estrogenozaleznych. Sam E, moze byé réwniez
metabolizowany przez enzymy z rodziny cytochroméw, gtéwnie przez CYP1A1 oraz
CYPIBI, do katecholowych pochodnych, ktére moga mie¢ dziatanie genotoksyczne,
zwigzane z tworzeniem si¢ adduktéw DNA lub generacjg wolnych rodnikéw. Same
cytochromy, oprécz Ez odpowiadajg za transformacje WWA, zwigzkéw powszechnie
wystgpujacych w dymie tytoniowym. Odbywa si¢ to w ramach I i I fazy reakcji
detoksykacji. Warto nadmienié, ze ilo$¢ wspomnianych cytochroméw w komérce, zalezy
Scisle od jej kontaktu z WWA i odbywa si¢ za posrednictwem receptora AhR, ktéry

wigzac si¢ z XRE, kontroluje ekspresje wspomnianych enzyméw. Celem pracy byto
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gtdéwnie zbadanie synergicznego efektu jaki moze byé wywolywany przez wspélne
dziatanie Ez oraz powszechnie wystepujacego w dymie tytoniowym B(a)P oraz analiza
ekspresji genéw i/lub biatek CYP1AIL, CYPIBI, PELPI, AhR, ktére niewatpliwie petnig

wazng role¢ w tym procesie.

Cel pracy osiggnigto poprzez oznaczenie ilosci transkryptu i/lub biatka oraz
poziomu E; i Ex w materiale klinicznym, ktéry obejmowal tkanki nowotworowe oraz
histopatologicznie niezmienione pobrane od pacjentéw ze zdiagnozowanym
niedrobnokomérkowym rakiem phuc. Zbadano réwniez genotoksyczno$é B(a)P, Ea, jego
pochodnych 2-OH E; i 4-OH E; oraz ich wptyw na proliferacj¢ komérek. Sprawdzono
takze czy B(a)P i/lub E; maja wplyw na ekspresje wybranych genéw i/lub biatek.
Aby zrealizowaé te zadania, wykorzystano nastepujgce metody: w celu okrelenia
ekspresji genéw i biatek, przeprowadzono ilosciowy PCR (qPCR, Real Time PCR),
(ktéry byt poprzedzony reakcja odwrotnej transkrypcji) oraz western blot. Wplyw
badanych  substancji na  proliferacje komoérek  zostat oceniony  dzieki
spektrofotometrycznemu testowi aktywnosci metabolicznej MTT. Do  analizy
genotoksycznosci wykorzystano test kometkowy, po ktérym nastepowato barwienie
zwigzkiem fluorescencyjnym Hoechst. Poziom estrogenéw w materiale klinicznym
zostat wykonany dzieki wysokosprawnej chromatografii cieczowej/spektrometrii mas, w
ramach wspdtpracy z Pracownia Spektrometrii Mas, Instytutu Chemii Bioorganicznej

Polskiej Akademii Nauk.

W badaniach stwierdzono statystycznie istotny poziom stosunku Ey/E; w tkance
nowotworowej w poréwnaniu do histopatologicznie niezmienionej. Wykazano réwniez
stymulujgcy wptyw B(a)P (A549) oraz E» (A549, Calu-1) na proliferacje ustalonych linii
komoérkowych. Dodatkowo zaobserwowano hamujace oddzialywanie B(a)P (Calu-1,
Beas-2b) oraz 4-OH-E; (A549, Beas-2b) na wzrost komérek. Jednym z najwazniejszych
osiggnigé niniejszej pracy byto wykézanie, ze genotoksycznosdé
4-OH E2 moze by¢ zalezna od obecnosci Erf. Potwierdzono, ze B(a)P moze indukowad
eskpresj¢ CYP1AI oraz CYP1BI na poziomie transkryptu jak i biatka w komérkach linii
A549, Calu-1 i Beas-2b, oraz Ze mechanizm ten moze by¢ pozniej hamowany. Wykazano
potencjalny inkucyjny wptyw Ez na ekspresje AHR w liniach A549 oraz Calu -1.
W materiale klinicznym, pochodzacym od pacjentdw, udalo sie oznaczyé obnizenie
ckspresji CYPIAI, AhR i CYPIBI1 w tkance nowotworowej w poréwnaniu do tkanki

histopatologicznie niezmienionej, co sugeruje obecno$é potencjalnego mechanizmu



STRESZCZENIE

inhibicji tych czgsteczek. Wykazano réwniez zwigkszanie ilos¢ PELP1 we fragmentach
zmienionych nowotworowo. Wszystkie uzyskane wyniki wydaja si¢ dowodzié synergii
mig¢dzy paleniem papierosdw, a przynajmniej oddziatywaniem B(a)P wraz z estrogenami,

co niewatpliwie moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworu phuc.



