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Abstrakt (w jezyku polskim)

Wiodgcym kierunkiem opisanych tu badan byta préba okre$lenia skutkow zdrowotnych
ekspozycji na roézne skladniki submikronowych czgstek aerozolu organicznego (OA) o
znaczeniu atmosferycznym przy uzyciu dwoch linii komoérkowych pochodzacych z ludzkich
ptuc. Unoszace si¢ w powietrzu drobne czastki stale o §rednicach aerodynamicznych <2,5 um
(tzw. frakcja respirabilna PM..s) sa gléwna przyczyna pogorszenia jako$ci powietrza, zmian
klimatycznych, a nade wszystko' ~ wykazuja niekorzystne skutki zdrowotne podczas
wdychania. Ekspozycja na czastki PM» s wywoluje liczne patologie uktadu oddechowego, w
tym: astme, alergie, przewlekla obturacyjna chorobe ptuc (POChP), zapalenie oskrzeli,
rozedme pluc, zmniejszong czynno$¢ pluc i liczne przypadki raka ptuc. Badania opisane w
niniejszej pracy maja na celu probg rozszyfrowanie zmian zachodzgcych w ludzkich
komérkach pluc na poziomie molekularnym, biochemicznym i/lub genowym, ktére to zmiany
zostaly wywolane ekspozycja na respirabilny py? aerozolowy OA. Pyt 6w pochodzit z czterech
istotnych zrédet: (i) procesy utleniania nienasyconych weglowodoréw monoterpenowych w
reakcjach ozonu z a-pinenem (a-pinenowe SOA), (ii) procesy chemicznego starzenia aerozolu
izoprenowego wzbogaconego we polarng frakcj¢ organosiarczanows, w tym siarczan 2-
metylotetrolu (2-MTS) (poddane starzeniu izoprenowe SOA), (iii) utlenianie weglowodoréw
aromatycznych w powietrzu zanieczyszczonym tlenkami azotu (atmosferyczny mono-
nitrofenolowy aerozol) oraz (iv) procesy spalania biomasy (BBA) (aerozol spalania
biomasy).

W celu okreslenia skutkéw ostrej ekspozycji na kluczowe sktadniki pylow z wyzej
wymienionych Zrédet do badan in vitro wybratam dwa modele komérkowe : BEAS-2B (4.
unieSmiertelnione ludzkie komoérki nablonka oskrzeli) i A549 (tj. komérki ludzkiego
gruczolakoraka). W pierwszych dwoch projektach opisanych w niniejszej rozprawy, czastki
a-pinenowe SOA oraz aerozolu izoprenowego zostaly wytwarzalam w laboratorium w
przeplywowym reaktorze utleniajgcym (OFR) z uzyciem chemii rodnikéw hydroksylowych
(*OH). W przypadku aerozolu izoprenowego proces jego starzenia chemicznego prowadzitam
w uktadzie heterogenicznym, co odzwierciedla procesy starzenie atmosferycznego w czasie od
0 do 22 dni. Tak wytworzony aerozol poddalam analizom chemicznym z uzyciem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprze¢zonej z wysokorozdzielczym tandemowym
spektrometrem mas wyposazonym w zrodto elektrosprej (LC/ESI-HR-MS/MS). Analizy te
byly ukierunkowane na oznaczenie gltéwnych sktadnikéw chemicznych wytworzonego
aerozolu, w tym: kwaséw karboksylowych, nadtlenkéw oraz zwigzkow wielofunkcyjnych. W
celu porownawczym przeprowadzitam analizy skladu chemicznego rzeczywistego aerozolu
frakcji PMa 5 oraz aerozolu wytworzonego w komorach aerozolowych Amerykanskiej Agencji
Srodowiska (US EPA) w procesach fotoutleniania monocyklicznych weglowodoréw
aromatycznych. Wyniki tych ostatnich analiz opisatam w trzecim rozdziale niniejszej pracy.

Wytworzone laboratoryjnie mieszaniny aerozolowe, zawierajgce zar6wno znane
markery, jak rowniez nowe skladniki, wprowadzatam do hodowli komérkowych ptuc celem
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oceny ich dziatania cytotoksycznego na owe komorki ze szczegélnym uwzglednieniem
procesow proliferacji. Wyznaczona eksperymentalnie zywotno$é komérkowa (zalezna od
czasu i/lub st¢zenia badanego skladnika SOA) postuzyta mi do okreslenia stezenia hamujacego
ICso tego sktadnika lub ich mieszanin. Ponadto zastosowalam testy funkcjonalne z sondami
fluorescencyjnymi do detekcji tworzacych si¢ komorkowych (ROS) i mitochondrialnych
(mtROS) reaktywnych form tlenu po ekspozycji; testy te wykorzystywaly odpowiednio
cytometri¢ przeptywows oraz mikroskopi¢ konfokalna. Zmiany zywotnoéci komérkowej
analizowatam z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej i testow barwnych dla zywych i/lub
martwych komérek, podczas gdy procesy apoptozy komérkowej — w tescie aneksyny V/jodku
propidyny przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Wykorzystalam ilosciows reakcje
taficuchowg polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-gPCR) do oceny zmian genowych, ktére
byty wynikiem ekspozycji aerozolu na badane komorki, indukowanych przez modulacje stresu
oksydacyjnego i ekspresje genow zapalnych. |

W pierwszej czesci niniejszej pracy okreslitam ilo§ciowo reakcje na wzrastajace stezenia
trzech znanych skltadnikéw o-pinenowego SOA, tzn. kwasu pinowego, pinonowego i 3-
metylo-1,2,3-butanotrikarboksylowego oraz peinej mieszaniny o-pinenowego SOA w liniach
komorkowych A549 i BEAS-2B. W trakcie badan oznaczalam zmiany w proliferacii
komorkowej, zywotno$¢ komorek oraz stres oksydacyjny. Procesy ozonolizy a-pinenu
(CioHie) — obficie emitowanego lotnego zwiazku organicznego klasy monoterpendéw przez
roslinno$¢ ladowy, ma znaczacy udziat w budzecie SOA na poziomie globalnym; jednak co
cickawe, jego wplyw na patofizjologi¢ ptuc pozostawal ciggle niepewny. Badania skfadu
chemicznego a-pinenowego SOA udowodnity ~57 % udziat w jego masie kwasu pinowego,
pinonowego i 3-metylo-1,2,3-butanotrikarboksylowego  oraz  znaczacy = wklad
wielofunkcyjnych wodoronadtlenkow. Postawitam hipoteze, ze te ostatnie s3 glowna
przyczyng obserwowanych zmian toksykologicznych badanego aerozolu.

Druga czg$¢ niniejszej pracy dotyczy badan toksyczno$ci inhalacyjnej zwigzanej z
czgsteczkami aerozolu pochodzenia izoprenowego. Izopren (CsHs) to najobficiej (po metanie)
emitowany do atmosfery weglowodor przez ekosystemy roslinne. Po przedostaniu si¢ do
dolnych warstw atmosfery izopren ulega reakcjom z rodnikami hydroksylowymi *OH. W
warunkach niskiego stgzenia NOx (NOx = NO + NO,) reakcja ta prowadzi do tworzenia bardzo
reaktywnych produktéw posrednich w fazie gazowej, w tym epoksydioli IEPOX). Te ostatnie
reagujg dalej, co dostarcza szerokiej gamy produktéw o malejacych preznosciach par, takich
jak organiczne siarczany (organosiarczany, OS), w tym najbardziej rozpowszechniony w
atmosferze siarczan 2-metylotetrolu (2-MTS). 2-MTS moze ulegaé dalszym przemianom
chemicznym, co prowadzi do powstania fotochemicznie starzejgcych sie czastek o znacznie
bardziej zlozonym skladzie chemicznym. W badaniach opisanych w tej czeéci pracy
pokazatam, ze chemiczne starzenie czgstek aerozolu izoprenowego nasila stres oksydacyjnego
oraz indukuje procesy zapalne w liniach komérkach BEAS-2B.

Trzeci zrealizowany projekt badawczy dotyczy} oznaczania profilu toksykologicznego
mono-nitrofenoli. Zwigzki te stanowig powszechne i niebezpieczne zanieczyszczenia
srodowiska, w formie — pylow respirabilnych w atmosferze, pozostalosci rolniczych w glebie,
wdd atmosferycznych i ladowych, produktéw niekontrolowanych pozaréw i odpadow
przemystowych. We wspélpracy z Amerykafiska Agencja Srodowiska pokazatam, ze jednym
z waznych Zrédel mono-nitrofenoli w atmosferze sg produkty utleniania weglowodoréw
aromatycznych, ktore to produkty wchodza w sklad czastek aerozolu. W pierwszej fazie badan
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zweryfikowatam hipoteze ' negatywnego oddziatywania mono-nitrofenoli na powierzchnie
blony komérkowej plue, Wykorzystatam tu zaréwno sztuczng dwuwarstwowa blone lipidow
eukariotycznych (otrzymang w laboratorium), jak rowniez zywe komérki pochodzgce obu linii
komérkowych, W drugiej fazie przedstawifam poréwnawcze badania toksykologiczne 2-
nitrofenolu (2NP), 3-nitrofenolu (3NP), 4-nitrofenolu (4NP) oraz ich rownomolowe;j
mieszaniny przy uzyciu testow ROS, mtROS, zywotnosci komérek i $mierci komoérkowe;.

i

W ostatniej czedei pracy przeprowadzilam szczegélows analize toksykologiczng
czterech waznych sktadnikéw procesow spalania biomasy (BBA) z uzyciem linii
komorkowych A549 i BEAS-2B. Spalanie biomasy jest gléwnym zrédlem zanieczyszczenia
powietrza, szczegélnie na obszarach miejskich, podmiejskich i wiejskich. Postawitam
hipotezg, ze dlugotrwate wdychanie tak zanieczyszczonego powietrza moze indukowaé
zwigkszong zachorowalno$é i $miertelno$é. Cztery badane sktadniki BBA obejmowaly:
lewoglukozan (LG), kwas 3-nitrosalicylowy (NS), 4-nitrokatechol (4NC) i 4-nitrogwajakol
(4NG). Komoérki z obu linii poddatam ekspozycji na te sktadniki i analizowatam je pod katem
zachodzacych zmian ogélnych ROS i mtROS przy réznych stezeniach i czasach ekspozycii.
Pozwolito to mi przewidzie¢ zachodzace zmiany w szlakach biochemicznych. Ta seria prac
zakonczyla si¢ propozycja opracowania mechanizméw §mierci komérkowej po ekspozycii.

Zrozumienie skadu chemicznego aerozolu pochodzacego z czterech rozpatrywanych
zr6det dostarczyta mi mozliwosci wykonania poréwnawczego profilu toksykologicznego jego
gléwnych sktadnikow na ludzkie komérki ptuc. Zebrane dane pozwolily okresli¢ Zrédio(a)
pytow z najwigkszymi negatywnymi skutkami po inhalacji, dzieki wyznaczonym warto$ciom
toksykologicznym, w tym — ICso. Dodatkowo, opisane badania pozwolily mi szeroko nakreslié
zmiany patofizjologiczne w plucach na poziomie molekularnym i komérkowym po ekspozycji
na sktadniki pytow, ktére réznily si¢ istotnie w zaleznosci pochodzenia, sktadu chemicznego i
parametrow ekspozycji (czas, stgzenia probki). Przeprowadzone badania pokazujg pilng
potrzebg opracowania przepisow i strategii kontroli w celu ztagodzenia skutkéw emisji pylow,
szczegblnie tych pochodzacych ze spalania biomasy, ze wzgledu na ich potwierdzong
toksyczno$¢ inhalacyjng juz krotkim czasie ekspozycii.




