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Streszczenie

Interakcje zwigzkéw endokrynnie czynnych obecnych w Zywnos$ci z mikrobiota
jelitowa czlowieka

Zanieczyszczenie zywnoSci jest glowng drogg narazenia ludzi na dziatanie zwigzkow
endokrynnie czynnych (EDCs), w tym bisfenoli (BPs), ktorych negatywny wpltyw na sktad
1 funkcj¢ mikrobioty jelitowej (GM) oraz homeostaze jelita stajg si¢ coraz powazniejszym
problemem zdrowia publicznego na calym $wiecie. W ramach niniejszej dysertacji
dokonano kompleksowej analizy wptywu bisfenolu A (BPA) i jego analogow, bisfenolu S
(BPS), bisfenolu F (BPF) i tetrametylobisfenolu F (TMBPF), na skfad taksonomiczny i
funkcjonalny ludzkiej GM oraz jej zdolnosci do eliminacji badanych zwigzkow i
modyfikacji ich aktywnos$ci biologicznej in vitro. Probki GM poddano dziataniu BPs w
stezeniu 1 mM przez 48 h w warunkach beztlenowych. W pierwszej kolejnosci oceniono
wptyw BPA, BPS, BPF i TMBPF na taksonomiczne i metaboliczne profile GM, ze
szczegolnym uwzglednieniem produkeji krotkotancuchowych kwasow tluszezowych
(SCFAs). W dalszych etapach badan oceniono zdolno$¢ GM do usuwania badanych BPs
oraz jej wplyw na aktywnos¢ estrogenowa BPs. W efekcie koncowym przeanalizowano
wplyw metabolitow GM, powstatych w wyniku ekspozycji na BPs, na zywotno$¢ komoérek
nabtonka jelitowego (Caco-2). BPA, BPS i BPF istotnie zaburzaty sktad taksonomiczny
GM oraz produkcj¢ metabolitow, prowadzac do znaczacego obnizenia produkcji SCFAs.
TMBPF wywotywal znacznie mniejsze zmiany w porodwnaniu do pozostatych BPs, co
sugeruje, ze moze byC¢ bezpieczniejszg alternatywa do produkcji materiatow
przeznaczonych do kontaktu z zywnoscia (FCMs). Nie stwierdzono biotransformacji BPs
przez GM, natomiast zaobserwowano proces bioadsorpcji, ktorego stopien wzrastat wraz z
hydrofobowoscig zwiazkow, w kolejnosci BPS > BPF > BPA > TMBPF. Obserwowane
zmniejszenie aktywnosci estrogenowej BPs byto gtownie wynikiem ich bioadsorpcji przez
GM. Ekspozycja komorek nabtonka jelitowego na supernatanty, uprzednio poddanych
dziataniu BPA, BPF 1 TMBPF, prowadzita do znaczacego spadku zywotnosci komoérek
Caco-2. Wyniki te sugeruja, ze ekspozycja GM na BPs moze prowadzi¢ do powstawania
szkodliwych metabolitow lub do redukcji korzystnych metabolitéw wytwarzanych przez
GM pod wplywem badanych zwigzkow.

Stowa kluczowe: mikrobiota jelitowa, bisfenole, zwigzki endokrynnie czynne,
bezpieczenstwo zywnosci






Abstract

Interactions of endocrine-disrupting compounds present in food with human gut
microbiota

Food contamination is the main route of human exposure to endocrine-disrupting
compounds (EDCs), including bisphenols (BPs), whose negative impact on the
composition and function of gut microbiota (GM) and intestinal homeostasis is becoming
an increasingly serious public health issue worldwide. In this dissertation, a comprehensive
analysis was conducted on the impact of bisphenol A (BPA) and its analogs—bisphenol S
(BPS), bisphenol F (BPF), and tetramethylbisphenol F (TMBPF)—on the taxonomic and
functional composition of human GM, as well as an assessment of the GM's ability to
eliminate the studied compounds and modify their biological activity in vitro. GM samples
were exposed to BPs at a concentration of 1 mM for 48 h under anaerobic conditions.
Firstly, the impact of BPA, BPS, BPF, and TMBPF on GM's taxonomic and metabolic
profiles was evaluated, with particular emphasis on the production of short-chain fatty acids
(SCFAs). In subsequent stages of the study, the ability of GM to remove the studied BPs
and its effect on the estrogenic activity of BPs were assessed. Ultimately, the impact of GM
metabolites from exposure to BPs on the viability of intestinal epithelial cells (Caco-2) was
analyzed. BPA, BPS, and BPF significantly disrupted the taxonomic composition of GM
and metabolite production, leading to a significant decrease in SCFA production. TMBPF
caused fewer changes than the other BPs, suggesting it may be a safer alternative for
producing food contact materials (FCMs). No biotransformation of BPs by GM was
observed; however, a process of bioadsorption was noted, the extent of which increased
with the hydrophobicity of the compounds in the order BPS > BPF > BPA > TMBPF. The
observed decrease in the estrogenic activity of BPs was mainly due to their bioadsorption
by GM. Exposure of intestinal epithelial cells to supernatants previously treated with BPA,
BPF, and TMBPF led to a significant decrease in the viability of Caco-2 cells. These results
suggest that exposure of GM to BPs may lead to the formation of harmful metabolites or
the reduction of beneficial metabolites produced by GM under the influence of the studied
compounds.

Keywords: gut microbiota, bisphenols, endocrine disrupting compounds, food safety
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WYKAZ SKROTOW

AhR — receptor weglowodoréw aromatycznych (ang. aryl hydrocarbon receptor)
AR —recepor androgenowy (ang. androgen receptor,)

BADGE - bisfenol A diglicydyloeter (ang. bisphenol A diglycidyl ether)

BCFA - rozgalezione kwasy ttuszczowe (ang. branched-chain fatty acids,)

BPA — bisfenol A (ang. bisphenol A)

BPF — bisfenol F (ang. bisphenol F)

BPS — bisfenol S (ang. bisphenol S)

CFBM - podstawowe podtoze bez weglowodanoéw (ang. Carbohydrate Free Basal
Medium)

E2 — estradiol

EDCs — zwiagzki endokrynnie czynne (ang. endocrine disrupting compounds)

EFSA — Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (ang. European Food Safety
Authority,)

ER — receptor estrogenowy (ang. estrogen receptor)

ERRY — receptor pokrewny receptorom estrogenowym typu y (ang. estrogen-related
receptor )

FBS — surowica ptodowa bydleca (ang. fetal bovine serum)

FM — podtoze fermentacyjne (ang. Fermentation Medium)

FCMs — materiaty przeznaczone do kontaktu z zywnoscia (ang. food contact materials)
GI — przewo6d pokarmowy (ang. gastrointestinal tract)

GLP1 — peptyd 1 podobny do glukagonu (ang. glucagon-like peptide-1)

GM — mikrobiota jelitowa (ang. gut microbiota)

GMM - podioze dla mikrobioty jelitowej (ang. gut microbiota medium)

GPCR - receptor sprzezony z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptors)

IBD — choroba zapalna jelit (ang. inflammatory bowel disease)

IND — probki od indywidualnych dawcow

LAB — bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria)

LPS — lipopolisacharyd

MIX — inokulum z probki zbiorczej od wszystkich dawcow, traktowane PMA
NMDS — niemetrycznego skalowania wielowymiarowego (ang. non-metric
multidimensional scaling)

OD — gestos$ci optycznej (ang. optical density)

PAHs - wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (ang. polycyclic aromatic
hydrocarbons)

PC — poliweglan (ang. polycarbonate)

PMA — monoazydek propidyny (ang. propidium monoazide)

POPs - trwale zanieczyszczeniami organiczne (ang. persistent organic pollutant)
SCFAs — krotkotancuchowe kwasy tluszczowe (ang. short chain fatty acids)

SDS — laurylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SM — bulion Schaedlera

SML — limity migracji (ang. specific migration limit)

SVHC - substancje budzace bardzo duze obawy (ang. substance of very high concern)
TR — receptor hormonow tarczycy (ang. thyroid hormone receptor)

Untreated MIX - inokulum z prébki zbiorczej, nie traktowane PMA

US EPA — Agencja Ochrony Srodowiska Stanéw Zjednoczonych (ang. Environmental
Protection Agency)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
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WSTEP

Zanieczyszczenie zywnosci zwigzkami endokrynnie czynnymi (EDCs), w tym
bisfenolami (BPs), stanowi powazne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci oraz
zdrowia publicznego. Bisfenol A (BPA) jest jednym z najczesciej produkowanych
chemikaliow na $wiecie stanowigcym gltowny sktadnik poliweglanéw oraz zywic
epoksydowych, wykorzystywanych do produkcji materiatow przeznaczonych do kontaktu
z zywnoscig (FCMs). Liczne badania potwierdzaja, ze narazenie na BPA jest zwigzane z
powaznymi problemami zdrowotnymi, takimi jak alergie, astma, choroby sercowo-
naczyniowe, otylo$¢, uszkodzenia nerek czy przedwczesny porod. W odpowiedzi na te
zagrozenia, przemyst opracowat analogi bisfenolu A (BPA), takie jak bisfenol S (BPS) 1
bisfenol F (BPF) w celu ograniczenia potencjalnych skutkow zdrowotnych wynikajacych
z ekspozycji na BPA. Analogi te s3 obecnie szeroko stosowane w produkcji tworzyw
sztucznych w tym opakowan do zywno$ci wolnych od BPA (,,BPA free”). Niemniej
jednak, badania sugeruja, ze BPS i BPF, ze wzgledu na swoje strukturalne podobienstwo
do wyjsciowego zwiazku BPA, moga rowniez wykazywac potencjat endokrynny. Pomimo
wprowadzania ich jako bezpieczniejsze alternatywy, mogg oddziatywa¢ na uklad
hormonalny, co rodzi obawy dotyczace ich dlugoterminowego wplywu na zdrowie
publiczne. Z tego powodu opracowanie nowych analogoéw, ktore nie wykazujg aktywnosci
estrogenowej ani innych negatywnych oddziatywan endokrynnych, jest priorytetem dla
przemystu tworzyw sztucznych. Jednym z takich analogéw jest TMBPF, ktory juz jest
stosowany w produkcji plastikowych opakowan do zywnos$ci. Najnowsze badania sugeruja
jednak, ze pomimo braku aktywnosci estrogenowej, TMBPF moze wykazywac¢ aktywnos¢
antyestrogenowg, antyandrogenowgq oraz wptywac na inne szlaki metaboliczne, zaburzajac
regulacj¢ metabolizmu 1 magazynowania ttuszczu w organizmie.

Prowadzone w ostatnich latach badania wskazuja, ze EDCs migrujace do zywnosci
moga mie¢ negatywny wpltyw na mikrobiote jelitowg (GM) cztowieka. Ekspozycja na
EDCs moze zaburza¢ sktad taksonomiczny mikrobioty prowadzac do dysbiozy jelitowej 1
ryzyka rozwoju chordb metabolicznych. Mimo istniejacych doniesien naukowych na temat
wptywu BPA i jego analogow na mikrobiot¢ jelitowa (GM), nadal brakuje danych
dotyczacych zdolnosci GM do metabolizowania tych zwigzkéw profilu powstajacych
metabolitow oraz zmian ich aktywnosci biologicznej. Dlatego tez, zrozumienie ztozonego
charakteru tych interakcji jest kluczowe dla oceny ryzyka i opracowania strategii

ograniczajacych negatywny wplyw EDCs na zdrowie konsumentow.
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1. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

1.1. Zwigzki endokrynnie czynne (EDCs)

Zanieczyszczenie zywnosci przez ksenobiotyki wynikajace z proceséw industrializacji
1 rosngcego zanieczyszczenia Srodowiska stanowi kluczowe wyzwanie dla globalnego
bezpieczenstwa zywno$ciowego, co ma znaczace konsekwencje dla zdrowia publicznego 1
ekonomii. Glownymi zrédtami ekspozycji ludzi na ksenobiotyki, w tym zaroéwno
syntetyczne zanieczyszczenia Srodowiskowe, jak i naturalnie wystgpujace toksyny sa
zanieczyszczona woda oraz zywnos$¢ (Seghir 1 in., 2023). Szczego6lnie niebezpieczng
kategorie ksenobiotykow stanowig zwigzki endokrynnie czynne (ang. endocrine disrupting
compounds, EDCs). Nalezag do nich substancje chemiczne, ktore poprzez rdéznorodne
molekularne mechanizmy oddziatuja na uktad endokrynny ludzi i zwierzat (Yilmaz i in.,
2020). Zgodnie z definicja Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO), EDC to zwigzek egzogenny, ktéry wptywa na funkcje uktadu
endokrynnego, wywolujac negatywne skutki zdrowotne w zdrowym organizmie, jego
potomstwie lub w (sub) populacjach. Z kolei zgodnie z definicja Agencji Ochrony
Srodowiska Stanéw Zjednoczonych (ang. Environmental Protection Agency, US EPA),
EDC to substancja egzogenna, ktéra moze zakloca¢ syntezg, wydalanie, wigzanie z
receptorami, transport, metabolizm lub usuwanie endogennych hormonéw, w efekcie
zmieniajac homeostaze endokrynologiczng (Peivasteh-roudsari i in., 2023).

Obecnie zidentyfikowano ponad 1000 zwigzkéw chemicznych wykazujacych
aktywno$¢ hormonalng, w tym leki, pestycydy, substancje stosowane w produkcji tworzyw
sztucznych, detergenty oraz metale cigzkie (Stiefel i in., 2023; Yilmaz i in., 2020).
Ekspozycja ludzi na EDCs jest szeroko rozpowszechniona, poniewaz substancje te
wystepuja w produktach codziennego uzytku, kosmetykach, zywnosci i zabawkach (Kiess
1 in., 2021; Sangeetha i in., 2021). Aktywno$¢ biologiczna EDCs jest zréznicowana i
nasladuje dziatanie naturalnych hormondéw, manifestujac si¢ juz przy bardzo niskich
stezeniach na poziomie nanomoli lub pikomoli. Charakterystyczna dla EDCs jest
niemonotoniczna krzywa dawka-odpowiedz (ang. Non-Monotonic Dose-Response Curve,
NMDRC), co utrudnia ocen¢ ich wplywu na zdrowie (Kumar i in., 2020). EDCs moga
wykazywa¢ aktywno$¢ estrogenowa lub androgenowa oraz blokowa¢ dziatanie

endogennych hormonéw poprzez efekty antyestrogenowe lub antyandrogenowe. Badania
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in vitro 1 in vivo sugeruja, ze EDCs moga wptywac¢ rowniez na inne uktady hormonalne,
powodujac zaburzenia w funkcjonowaniu przysadki mézgowej, tarczycy, trzustki oraz
nadnerczy (Egalini i in., 2022). W ostatnich latach pojawily si¢ réwniez hipotezy, ze pewna
grupa EDCs, nazywana obesogenami, moze zaburza¢ homeostazg energetyczna,
negatywnie wplywa¢ na wydzielanie insuliny, sprzyja¢ otylosci oraz zwigksza¢ ryzyko
wystapienia cukrzycy typu 2 (Yilmaz i in., 2020).

Chroniczne narazenie ludzi na wiele réznych zwigzkow z grupy EDCs powoduje
ze zwigzki te s3 wykrywane powszechnie w ludzkich probkach biologicznych takich jak
tkanka tluszczowa, krew, mocz, mleko matki, ptyn owodniowy (Encarnagao i in., 2019;
Puche-Juarez i in., 2023). Odpowiedz organizmu na dziatanie EDCs r6zni si¢ w zaleznosci
od genetyki, czynnikdéw srodowiskowych, stylu zycia i diety (Yilmaz i in., 2020). Badania
pokazuja, ze EDCs moga stanowi¢ najwicksze zagrozenie w kluczowych fazach rozwoju
organizmu, takich jak okres prenatalny i wczesny postnatalny, kiedy to formuja si¢ organy
1 uktad nerwowy. Rozwijajacy si¢ ptod i noworodki sg najbardziej podatne na zaktocenia
endokrynne ze wzgledu na programowanie epigenetyczne (Lee, 2018).

Jednoczesne narazenie ludzi na mieszaniny wielu réoznych substancji chemicznych
moze prowadzi¢ do powstania ,,efektu koktajlu”, wywotujac skutki zdrowotne rdzniace si¢
od dziatania kazdego sktadnika osobno. Efekt ten moze by¢ addytywny, gdy dzialanie
poszczegbdlnych substancji sumuje si¢, lub synergistyczny, gdy kombinacja substancji
prowadzi do efektow silniejszych niz suma oddziatywan kazdego z nich z osobna. Ocena
wplywu szerokiego spektrum chemikaliow na uklad endokrynny jest skomplikowana,
szczegllnie gdy dochodzi do narazenia na ich mieszaniny, co moze prowadzi¢ do trudnych

do przewidzenia zaburzen hormonalnych (Hamid 1 in., 2021; Yilmaz 1 in., 2020).

1.1.1. Mechanizmy dzialania zwiazkow endokrynnie czynnych (EDCs)

Uktad hormonalny jest ztozonym systemem dziatajacy poprzez sie¢ gruczotdéw
dokrewnych odpowiadajacych za przeptyw informacji miedzy ré6znymi komoérkami i
tkankami. System ten jest kontrolowany przez ztozone mechanizmy, ktore odpowiadajg za
wytwarzanie, wydzielanie, transport, metabolizm, dostarczanie do wnetrza komorek
docelowych, oraz ekspresj¢ receptorow hormondéw (Gardner i in., 2017). Sygnaly
hormonalne wplywajg na wiele podstawowych funkcji organizmu takich jak metabolizm,
trawienie, funkcjonowanie ukladu sercowo-naczyniowego, a takze dojrzewanie 1

reprodukcja. Uktad hormonalny pozwala utrzyma¢ homeostazg organizmu, ktora integruje
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dziatanie organizmu poprzez seri¢ sprzezen zwrotnych (Gardner 1 in., 2017; Peivasteh-
Roudsari i in., 2023).

Zwiazki chemiczne sa zaliczane do grupy EDCs wtedy, gdy zaktocaja prawidlowe
funkcjonowanie ukladu endokrynnego, w tym synteze, metabolizm oraz dziatanie
hormondéw endogennych (Kumar i in., 2020; Yilmaz i in., 2020). Mechanizmy dziatania
EDCs mozna podzieli¢ na genomowe 1 niegenomowe. Do mechanizméw genomowych
zalicza si¢ bezposrednie wigzanie si¢ tych zwigzkow z receptorami hormonow, gdzie moga
dziata¢ jako agonisci, aktywujac receptor, lub antagonisci, blokujacy jego dziatanie. EDCs
wykazuja czesto nizsze powinowactwo niz endogenne hormony, ale ze wzgledu na ich
powszechne wystepowanie w srodowisku, konkuruja z nimi o wigzanie z receptorem
(Marci, 2023). EDCs moga réowniez wptywaé na regulacje hormonalng, oddzialujac na
pozostate elementy $ciezki sygnalizacji hormonalnej. Dotyczy to zaréwno wplywu na
biosyntez¢ hormondéw, ktéora moze by¢ stymulowana lub hamowana, a takze ich
degradacj¢. EDCs moga rowniez konkurowa¢ z endogennymi hormonami o wigzanie z
biatkami transportowymi, wplywac¢ na biosynteze i degradacje¢ tych biatek oraz hamowacé
ekspresje receptoréw (Egalini i in., 2022; Marci, 2023). Zaburzenia wywotywane przez
EDCs poprzez mechanizmy niegenomowe odgrywaja istotng rol¢ podczas rozwoju,
zwlaszcza w trzech kluczowych oknach ekspozycji, kiedy epigenom jest najbardziej
podatny na zmiany indukowane przez te zwiazki - w czasie dojrzewania gamet, implantacji
zarodka oraz roznicowania komorek pluripotencjalnych. Mechanizmy niegenomowe
dotycza modyfikacji epigenetycznych takich jak metylacja DNA i/lub acetylacja DNA,
modyfikacja histonow oraz wptyw na niekodujace RNA (Marci, 2023; Peivasteh-Roudsari
1 in., 2023; Rizzo 1 in., 2023). Poszczegdlne EDCs moga dziala¢ poprzez rozne
mechanizmy, zaktocajac r6zne poziomy dziatania uktadu endokrynnego jednoczesnie. Ta
wielotorowo$¢ dzialania wptywa na ztozono$¢ odzialywan EDCs z organizmem, co moze

mie¢ trudne do przewidzenia konsekwencje (Marci, 2023; Rizzo i in., 2023).

1.1.2. Zwiazki endokrynnie czynne (EDCs) jako zanieczyszczenia chemiczne
Zywnosci
Zywno$¢ stanowi glowng droge ekspozycji ludzi na EDCs (Peivasteh-Roudsari i in.,
2023). Substancje te moga przedostac si¢ do tancucha zywnosciowego roznymi $ciezkami.
Moga zanieczyszcza¢ zywnos¢ w wyniku skazenia srodowiska, obejmujgcego zaréwno
metale cigzkie (kadm, rtgc), metaloidy (arsen) oraz trwale zanieczyszczenia organiczne

(ang. persistent organic pollutant, POPs) (Li i in., 2023). Do POPs zaliczane sg dioksyny,
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polichlorowane bifenyle, polibromowane $rodki opdzniajace palenie, substancje per- i
polifluoroalkilowe oraz pestycydy chloroorganiczne. Zwiazki te sg trwate, ulegaja
bioakumulacji w organizmach zywych i biomagnifikacji w tancuchu pokarmowym. Mimo
ze wiele z nich jest zakazanych lub rygorystycznie regulowanych od wielu lat, ich trwato$¢
w srodowisku sprawia, ze wcigz mozna je wykry¢ w probkach zywnosci i ludzkich
probkach biologicznych (Popli 1 in., 2022). Narazenie na pozostalosci EDCs, takie jak
dopuszczone do uzytku pestycydy, biocydy, dodatki do pasz, farmaceutyki weterynaryjne
1 srodki wspomagajace wzrost zwierzat, stanowi ryzyko dla tancucha zywno$ciowego.
Mozna jednak ograniczy¢ to ryzyko poprzez wdrozenie skutecznych programéw nadzoru,
rygorystycznych procesow zatwierdzania oraz odpowiednie stosowanie tych substancji, co
umozliwia utrzymanie niskiego poziomu pozostatosci w produktach spozywczych (Stiefel
i in., 2023). Zanieczyszczenia chemiczne moga przedostawaé si¢ do zywnosci z FCMs,
takich jak plastyfikatory, pozostato§ci monomerdw plastikowych jak np. bisfenol A (ang.
bisphenol A, BPA) czy inne $rodki przetwoércze. Zarzadzanie tym ryzykiem wymaga
starannego doboru opakowan, zastepowania szkodliwych substancji bezpiecznymi
alternatywami, ograniczenia uzycia opakowan oraz wprowadzenia regulacji z
rygorystycznymi limitami migracji 1 pozostalo$ci. Migracja substancji zalezy od sktadu
chemicznego materiatow, rodzaju Zywnosci, temperatury, czasu i powierzchni kontaktu
(Ong 11n., 2022). Badania wykazaty, ze uzywanie pojemnikow z poliweglanu, ekspozycja
na wysoka temperatur¢ 1 zmiany pH, przechowywanie w warunkach nastonecznienia,
stosowanie alkalicznych detergentow, twarda woda oraz wielokrotne uzywanie
pojemnikow moga zwigksza¢ uwalnianie BPA do zywnosci (Sadrabad i in., 2023).

W Zzywnos$ci wystepuja rowniez naturalnie zwigzki o aktywnosci endokrynne;j, takie
jak fitosterole 1 fitoestrogeny, obecne w réznych produktach roslinnych, ktéore mogg miec
neutralny lub pozytywny wplyw na zdrowie (Wang i in., 2021). Pomimo tego, ich
wykorzystanie w suplementach diety lub w zywno$ci funkcjonalnej powinno by¢
podejmowane z ostroznos$cig, poniewaz istniejg uzasadnione obawy zwigzane z tym, czy
korzys$ci zdrowotne przewyzszaja potencjalne ryzyko narazenia (Adnan i in., 2022). Nalezy
wzig¢ pod uwage mozliwos¢ Ze fitoestrogeny moga réwniez potencjalnie zaburzaé
gospodarke hormonalng (Wang i in., 2021). Dodatkowo do tancucha pokarmowego moga
dostawaé si¢ inne niepozadane naturalne EDCs, takie jak mykotoksyny (na przykiad
zearalenon) czy endogenne hormony w produktach zwierzgcych. Ich wystepowanie,
zarowno w zywnosci jak 1 sSrodowisku, wymaga starannego monitorowania i odpowiednio

ustanowionych maksymalnych pozioméw dla r6znych EDCs (Stiefel i in., 2023).
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EDCs mogg powstawa¢ dodatkowo podczas obrobki zywnosci. Procesy
wysokotemperaturowe, takie jak smazenie, grillowanie czy pieczenie, mogg prowadzi¢ do
powstawania substancji o dziataniu endokrynnym (Stiefel i in., 2023). Przyktadem sa
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (ang. polycyclic aromatic hydrocarbon,
PAHs), ktére moga tworzy¢ si¢ podczas grillowania migsa (Patel i in., 2020). Innym
przyktadem sg zachodzace podczas obrobki zywnosci bogatej w biatka 1 weglowodany
reakcje Maillarda, ktore moga prowadzi¢ do formowania akrylamidu o potencjalnym

dziataniu endokrynnym (Matoso i in., 2019).

1.1.3. Bisfenole (BPs)

Bisfenole (ang. bisphenols, BPs), zaliczane do EDCs stanowig istotne zrédlo
zanieczyszczen w zywnos$ci ze wzgledu na swoje szerokie zastosowanie w przemysle
tworzyw sztucznych. Bisfenol A (BPA), bisfenol S (BPS) oraz bisfenol F (BPF) sa
powszechnie stosowane w produkcji plastikowych opakowan i pojemnikéw. Mozliwo$¢
migracji tych zwigzkéw do zywno$ci stwarza ryzyko potencjalnej ekspozycji
konsumentéw na ich szkodliwe dziatanie (Sadrabad i in., 2023). BPA jest jednym z
najczesciej produkowanych chemikalidw na $wiecie 1 gldownym sktadnikiem poliweglanéw
oraz zywic epoksydowych. BPA wykorzystywany jest w produkcji r6znych typow zywic
epoksydowych, w tym jako bisfenol A diglicydyloeter (ang. bisphenol A diglycidyl ether,
BADGE) — monomer stuzacy do wytwarzania wewnetrznych powlok metalowych puszek
na zywnos$¢ 1 napoje. BPA stosowany jest rowniez jako stabilizator $wiatta
ultrafioletowego, stabilizator ciepla oraz przeciwutleniacz w roznych FCMs, aby
zwigkszy¢ ich trwato$¢ (Ong 1 in., 2022). Zastosowanie BPA w produkcji szerokiej gamy
produktéow — od pojemnikéw na zywnos¢ 1 butelek na napoje, poprzez papier termiczny,
sprz¢t medyczny, zabawki, elektronikg, az po rury wodne — prowadzi do chronicznego
narazenia ogdlnej populacji (Abbasi i in., 2024). W konsekwencji BPA jest wykrywany w
réznych probkach biologicznych ludzi, w tym w surowicy, moczu, $linie, wlosach,
tkankach, paznokciach 1 krwi (Galvez-Ontiveros i in., 2023; Gonkowski 1 in., 2022; Li1 in.,
2022). Mimo ze BPA nie bioakumuluje si¢ w organizmie i ma szacowany czas pottrwania
wynoszacy okoto 6 h, to z powodu chronicznego narazenia jest systematycznie wykrywany
w ludzkich probkach biologicznych. Po pobraniu z Zywnos$cia, BPA jest wchlaniany przez
przewod pokarmowy i transportowany do watroby, gdzie 90% BPA jest prawie catkowicie
metabolizowane przez glukuronidacj¢ i w mniejszym stopniu przez sulfatacje, co skutkuje

powstaniem dwoch pasywnych form BPA: glukuronidowanego BPA i siarczanowanego
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BPA, ktore nastepnie sg wydalane z moczem (Peivasteh-Roudsari i in., 2023; Yilmazi in.,
2020). Europejska Inicjatywa Biomonitoringu Ludzkiego (HBM4EU) wykryta BPA w
moczu 92% dorostych uczestnikow z 11 krajow europejskich (Govarts i in., 2023).
Struktura chemiczna BPA zlozona z dwdch pierscieni benzenowych i dwoch grup
funkcyjnych (4,4")-OH, powoduje ze czasteczka ta pasuje do kieszeni wigzacych
receptorow estrogenowych (ang. estrogen receptor, ER) a i ERP (Tabela 1) (vom Saal i
in., 2021). BPA ma wyzsze powinowactwo do ERP, natomiast w poréwnaniu do
naturalnego hormonu estradiolu (E2) jego powinowactwo jest o 1000—10 000 razy nizsze.
Wykazano, ze BPA moze indukowa¢ odpowiedz biologiczng ktora jest rownie silna lub
silniejsza niz E2; moze to wynika¢ z odpowiedzi za posrednictwem innych niz klasyczne
drog aktywowanych przez estrogen (Alonso-Magdalena i in., 2012). Oprocz efektow
inicjowanych przez wigzanie z ER, BPA moze si¢ rowniez wigza¢ z transblonowym
receptorem zwanym G-protein coupled estrogen receptor 1 (GPER/GPR30) (Marci, 2023).
BPA dziata rowniez jako antagonista innego receptora jadrowego — receptora
androgenowego (ang. androgen receptor, AR). BPA wigzac si¢ i tworzac kompleks BPA-
AR blokuje wigzanie endogennych androgenéw takich jak Sa-dihydrotestosteronem (ang.
5a-dihydrotestosterone, DHT) wykazujac dziatanie antyandrogenowe (Peivasteh-Roudsari
1in., 2023). Badania wykazaly rowniez, ze BPA dziata jako agonista receptorow hormonow
tarczycy (ang. thyroid hormone receptor, TR) w wyniku swojego strukturalnego
podobienstwa do TR, szczegdlnie TR, zaklocajac transkrypcje gendw regulowang przez
TR zaréwno in vitro, jak i in vivo (Peivasteh-roudsari i in., 2023; Zhang i in., 2018).
Wykazano rowniez wigzanie BPA do innych receptorow, takich jak receptor pokrewny
receptorom estrogenowym typu y (ang. estrogen-related receptor y, ERRy) 1 receptor
weglowodoréow aromatycznych (ang. aryl hydrocarbon receptor, AhR) (vom Saal 1 in.,
2021). ERRy u ludzi ulega ekspresji na wysokim poziomie w tkankach i mézgach ptodéw,

a BPA wiaze si¢ z nim silniej niz E2 (Pathak i in., 2024).
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Tabela 1. Budowa 1 wlasciwosci chemiczne BPs

Masa molowa Log Log S
Nazwa Struktura chemiczna
[g/mol] Pow (ESOL)
BPA 228,29 O O 3,06 :3.74
HO OH
N7

S
BPS 250,27 /©/ \©\ 1,88 22,98
HO OH
BPF 200,23 O O 2.58 337
HO OH
TMBPF 256,34 O O
HO

Wartosci LogP i LogS zostaty obliczone w programie SwissADME

4,03 -4,70

Ekspozycja na BPA zostala powigzana z problemami zdrowotnymi takimi jak astma
(Wuiin., 2021), choroby sercowo-naczyniowe (Moon i in., 2021), otyto§¢ (Wu i in., 2020),
uszkodzenia nerek (Moreno-Goémez-Toledano i in., 2021), zwigkszonym ryzykiem
przedwczesnego porodu (Namat 1 in., 2021) oraz chorobami alergicznymi w dziecinstwie
(Tang 1 1n., 2022).

W odpowiedzi na rosngce obawy dotyczace wplywu BPA na zdrowie, przemyst
opracowal nowe tworzywa sztuczne niezawierajace BPA, majace zastapi¢ tradycyjne
materiaty do pakowania i1 przechowywania zywnosci. Analogi BPA powstaly w wyniku
polaczenia fenolu z acetonem (BPA), formaldehydem (BPF), heksafluoroacetonem
(BPAF) lub trojtlenkiem siarki (BPS) (Thoene i in., 2020). Najczg$ciej stosowane analogi
BPA w przemys$le to BPS i BPF (Reininger i Oehlmann, 2024). BPS ma strukture
chemiczng podobng do BPA, ale czwartorzgdowy atom wegla z dwiema grupami
metylowymi (—CH3) w BPA zostat zastgpiony przez grupe sulfonowg (—SO»—). Dzigki temu

BPS charakteryzuje si¢ zwigkszong stabilnos$cig termiczng i mniejszg sktonnoscig do
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uwalniania si¢ w wysokich temperaturach. BPS zostal wprowadzony jako bezpieczniejsza
alternatywa dla BPA i1 wystepuje w produktach oznaczonych jako "BPA free", znajdujac
zastosowanie w tworzywach sztucznych i zywicach, w tym uzywanych do produkcji
butelek na wodg i pojemnikdéw na zywno$¢ oraz do produkcji papieru termicznego (Qiu i
in., 2019). Innym analogiem BPA, jest BPF, ktory rowniez zawiera dwie grupy fenolowe,
ale sg one potgczone bezposrednio mostkiem metylenowym (-CH»z-) zamiast grupy
metylowej (Usman i in., 2019). BPF jest uzywany w produkcji zywic epoksydowych
wykorzystywanych w lakierach, wykladzinach, klejach, tworzywach sztucznych, rurach
wodnych oraz w produkcji powlok do opakowan zywnosci ze wzgledu na nizszg lepkos¢ i
lepsza odporno$¢ na rozpuszczalniki niz BPA (Usman 1 Ahmad, 2019).

Ze wzgledu na podobng struktur¢ chemiczng i wlasciwosci fizyczne, analogi BPA
wykazuja zblizong aktywnos$¢ biologiczng do wyjsciowego zwigzku. Badania wykazaty ze
BPS 1 BPF moga zaburza¢ funkcjonowanie ukladu endokrynnego podobnie do BPA
(Rochester 1 in., 2015). BPS 1 BPF wykazuja dzialanie agonistyczne wzgledem ER oraz
antagonistyczne wzgledem AR, a takze obnizajg poziom biatka ERa (Park i in., 2020).
Ponadto Park i in. (2020) stwierdzili, ze mieszanina BPA, BPS i BPF wykazuje aktywnos$¢
wzgledem ER 1 anty-AR przy nizszych st¢zeniach niz w przypadku stosowania
pojedynczych BPs. Badania wykazaly, ze ekspozycja na BPS i1 BPF jest zwigzana z
rozwojem otytosci 1 cukrzycy (Alharbi 1 in., 2022; Moreno-Gomez-Toledano 1 in., 2023).
Wyniki eksperymentalne sugeruja, ze BPS moze mie¢ bardziej wyrazne dzialanie
obesogenne niz BPA, potencjalnie z powodu jego dziatania estrogenowego lub
androgenowego, zmian w ekspresji gendw zwigzanych z rozwojem komorek thuszczowych
oraz indukcji stresu oksydacyjnego 1 stanow zapalnych (Alharbi 1 in., 2022). Dodatkowo
stwierdzono, ze BPS zakldca synteze testosteronu u samcoéw myszy (Wang i in., 2023).
Badania na komoérkach HepG2 wykazaty, ze ekspozycja na BPS i BPF prowadzi do stresu
oksydacyjnego i uszkodzenia DNA, wykazujac toksyczno$¢ porownywalng do BPA, w tym
znaczng cytotoksycznos¢, zwigkszong produkcje wewnatrzkomorkowych reaktywnych
form tlenu oraz uszkodzenia DNA (Ozyurt 1 in., 2023). Analogi BPA wykazaly nie tylko
silng cytotoksyczno$¢ i genotoksyczno$¢ ale rOwniez zaburzenie poziomu ekspresji genow
szlaku naprawy DNA (Kose i in., 2020).

Ludzie sg narazeni na nizsze st¢zenia BPS 1 BPF w porownaniu do BPA. Niemniej
jednak, ze wzgledu na dalsze stosowanie BPS 1 BPF jako zamiennikow BPA, istnieje
mozliwo$¢, ze ich stezenia w Srodowisku moga w przysztosci przewyzszy¢ poziomy BPA
(Park i in., 2020). W ramach inicjatywy HBM4EU, substytuty BPS i BPF zostaty wykryte
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w moczu odpowiednio u 67% 1 62% dorostych uczestnikow z 10 roéznych krajow
europejskich (Vorkamp i in., 2023).

Opracowanie analogu BPA, ktory nie wykazuje aktywno$ci estrogenowej, byto celem
poszukiwan prowadzonych przez firm¢ Sherwin-Williams. Stosujac strategie ,,Safety by
Design” (Bezpieczenstwo  przez  Projektowanie), firma zidentyfikowata
tetrametylobisfenol F (TMBPF) jako potencjalny zamiennik BPA. TMBPF zostat wybrany
po przeprowadzeniu analizy strukturalnej metodami obliczeniowymi, majacej na celu
znalezienie kandydatow, ktérzy moga zachowa¢ podobne wlasciwosci polimerow - takie
jak trwato$¢ 1 integralno$¢ strukturalna - jednocze$nie nie wykazujgc aktywnosci
estrogenowej w badaniach in vitro 1in vivo (Soto 1 in., 2017; Maffini 1 in., 2020). Monomer
jest wykorzystywany do produkcji powlok valPure V70 stosowanych gléwnie w
opakowaniach do zywnos$ci i napojow (Mallen i in., 2023). Niemniej jednak, badania
Szafran 1 in. (2017) wykazaly, ze TMBPF wykazuje zaréwno dzialanie antyestrogenowe,
jak 1 silne dziatanie antyandrogenowe w liniach komérkowych HeLa i komorkach raka
prostaty. Dodatkowo, badania in vitro przeprowadzone przez Singha i in. (2024) sugeruja,
ze TMBPF moze by¢ zwigzkiem obesogennym indukujac adipogeneze poprzez
zwigkszenie akumulacji lipidow 1 poziomu ekspresji markerow adipogennych w wigkszym

stopniu niz BPA.

1.1.4. Regulacje prawne dotyczace stosowania BPs w przemysle spozywczym

W Unii Europejskiej podstawowym aktem prawnym regulujagcym materiaty i wyroby,
w tym FCMs, jest Rozporzadzenie Komisji UE nr 1935/2004 (EC 2004). Natomiast
Rozporzadzenie Komisji UE nr 2023/2006 zawiera wytyczne dotyczace dobrych praktyk
produkcyjnych. Odpowiednie regulacje dotyczace tworzyw sztucznych oraz substancji
przeznaczonych do kontaktu z ZywnoS$cia sa zawarte w Rozporzadzeniu Komisji UE nr
10/2011 (EU 2011). W ramach tego rozporzadzenia stworzono list¢ zatwierdzonych
substancji, ktore moga by¢ wykorzystywane w produkcji plastikowych FCMs, z
przypisanymi limitami migracji (ang. specific migration limit, SML). W 2012 roku
Japonia, Kanada i Unia Europejska zakazaty stosowania BPA w niektérych produktach
konsumenckich. Rozporzadzenia Komisji UE nr 2018/213, znacznie obnizylo
dopuszczalny poziom BPA w zywnosci z 0,6 do 0,05 mg/kg. Przepisy zakazujg rowniez
uzywania BPA w produkcji kubkéw i butelek z PC przeznaczonych dla niemowlat i matych
dzieci (EU 2018). Natomiast stosowanie BADGE w FCMs jest dozwolone na mocy
Rozporzadzenia Komisji UE nr 1895/2005, ktére ustala limit migracji dla BADGE 1 jego

31



hydrolizowanych pochodnych na poziomie 9 mg/kg w zywnosci i symulantach zywnosci
oraz 9 mg/6 dm? dla pojemnikéw ponizej 500 ml lub powyzej 10 litrow, a takze dla folii 1
arkuszy (EC 2005). BPS jest dozwolony do uzycia w materiatach majacych kontakt z
zywno$cig na mocy Rozporzadzenia Komisji UE nr 10/2011 z okreslonym limitem
migracji substancji wynoszacym 0,05 mg na kg zywnosci (FitzGerald 1 in., 2020). W
kwietniu 2023 roku Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnoéci (ang. European Food
Safety Authority, EFSA) opublikowal ponowng ocene bezpieczenstwa BPA w FCMs,
obnizajac dopuszczalne dzienne spozycie (ang. tolerable daily intake, TDI) z 4 pg/kg masy
ciata/dobe, ktore byto ustalone w 2015 roku, do 0,2 ng/kg masy ciata/dobe. Jednak szacunki
ekspozycji dietetycznej pokazuja, ze konsumenci we wszystkich grupach wiekowych
przekraczaja nowe TDI (Lambré i in., 2023). Ponadto, BPA i BPS s3 wpisane na liste
substancji budzacych bardzo duze obawy (ang. Substance of very high concern, SVHC) w
ramach Kandydackiej Listy zgodnie z Rozporzadzeniem nr 1907/2006 Parlamentu
Europejskiego (ECHA, 2024). W odpowiedzi na te obawy Komisja Europejska wydata w
lutym 2024 roku projekt regulacji zakazujacej stosowania BPA i innych BPs w FCMs,
ktory zostat otwarty do konsultacji publicznych (Komisja Europejska, 2024; Ong i in.,
2022).

1.2. Mikrobiota Jelitowa (GM)

BPs oraz inne EDCs, przedostajace si¢ do organizmu poprzez spozycie
zanieczyszczonej zywnosci, moga wywiera¢ istotny wptyw na mikrobiote¢ jelitowa (ang.
gut microbiota, GM) (Calero-Medina i in., 2023). GM to spoteczno$¢ drobnoustrojow
zasiedlajacych przewdd pokarmowy (ang. Gastrointestinal tract, GI), ktora poprzez statg
dwukierunkowg komunikacje z gospodarzem odgrywa kluczowa rol¢ w utrzymaniu
homeostazy organizmu. Ten dynamiczny ekosystem tworza organizmy nalezace do
wszystkich trzech domen zycia: Bacteria (bakterie), Archaea (archeony) i Eukarya
(eukarionty, takie jak grzyby) (Donaldson 1 in., 2016). Ponadto w ekosystemie tym obecne
sg takze wirusy, w tym bakteriofagi 1 wirusy eukariotyczne, ktore, mimo ze nie sg
organizmami zywymi, wspoélistnieja z innymi mikroorganizmami oraz wchodza w
interakcje zardwno z nimi, jak i z gospodarzem (Matijasi¢ i in., 2020). GM jest
zdominowana przez bakterie, ktorych stosunek liczby do ludzkich komoérek wynosi okoto
1:1 (Sender 1 in., 2016). Ze wzgledu na wzajemnie korzystng relacje¢ GM z gospodarzem,

zwigzek ten bywa nazywany ,,superorganizmem” (Salvucci, 2019). GM czlowieka sktada
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si¢ gtownie z bakterii nalezgcych do typéw Firmicutes, Bacteroides, Actinomycetes,
Fusobacteria 1 Verrucomicrobia, przy czym Firmicutes i Bacteroides (Hou 1 in., 2022).

Zdrowa GM nie zostata zdefiniowana na poziomie taksonomicznym, a jej sktad jest
unikalny dla kazdego cztowieka (Rinninella i in., 2019). Zazwyczaj charakteryzuje si¢
wysokg roznorodnoscig taksonomiczng, bogactwem gendéw mikrobiologicznych oraz
stabilnym rdzeniem mikrobioty, wykazujac stabilno$¢, opornos¢ i symbiotyczne interakcje
z gospodarzem. Nalezy jednak podkresli¢, ze GM jest dynamicznym ekosystemem, w
ktérym sktad mikroorganizmdéw moze zmienia¢ si¢ nawet u tej samej osoby (Fan i in.,
2021). Czynniki wptywajace na sktad GM to miedzy innymi wiek, stan zdrowia, czynniki
srodowiskowe, dieta, stosowanie lekow, w tym antybiotykéw, suplementacja
probiotykami, oraz prowadzony styl zycia (Hasan i in., 2019).

GM pehni szereg kluczowych funkcji, takich jak pozyskiwanie energii i sktadnikow
odzywczych z pozywienia, dzigki bogatemu zestawowi gendéw metabolicznych, ktére
umozliwiaja produkcje unikalnych enzymoéw i szlakow biochemicznych. Odgrywa takze
istotng role w biosyntezie bioaktywnych czasteczek, takich jak witaminy, aminokwasy i
lipidy (Rinninella i in., 2019). W kontekscie uktadu odpornosciowego, GM nie tylko chroni
gospodarza przed patogenami poprzez produkcje substancji przeciwdrobnoustrojowych,
ale odgrywa kluczowa role w rozwoju uktadu immunologicznego (Hou i in., 2022). Co
wiecej, poprzez dwukierunkowy system komunikacji jakim jest o$ jelito-méozg, GM
integruje sygnaly nerwowe, hormonalne 1 immunologiczne miedzy jelitami a mozgiem

(Carabotti i in., 2015; Marano i in., 2023).

1.2.1. Metabolity mikrobioty jelitowej (GM)

Profil metabolitow GM jest bezposrednio zwigzany z jej sktadem taksonomicznym, a
wytwarzane przez nig metabolity wywieraja zar6wno bezposredni, jak i posredni wplyw
na funkcje organizmu gospodarza (Feng i in., 2022). GM produkuje metabolity o szerokim
spektrum bioaktywnos$ci do ktorych zaliczane sg zarowno metabolity wytwarzane przez
GM bezposrednio z pozywienia, takie jak krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (ang. short
chain fatty acids, SCFAs) 1 pochodne indolu, metabolity produkowane przez organizm
gospodarza i modyfikowane przez GM, takie jak wtorne kwasy zotciowe, oraz metabolity
wytwarzane de novo, takie jak polisacharyd A (Liu 1 in., 2022a). Metabolity GM moga
dziata¢ miejscowo na nabtonek jelitowy, komodrki odpornosciowe oraz drobnoustroje
zasiedlajace jelita (Ghosh 1 in., 2021). Ponadto, metabolity te moga by¢ wchianiane 1

transportowane do innych narzadéw i tkanek, gdzie petnig réznorodne funkcje, a niektore
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z metabolitdw moga réwniez uczestniczy¢ w krazeniu jelitowo-watrobowym (Feng 1 in.,
2022; Liu i in., 2022).

Powstajace metabolity wptywaja na sktad i funkcje GM, oddziatlujac na wirulencje,
oporno$¢ na antybiotyki, tworzenie biofilmu, ruchliwo§¢ oraz sporulacje bakterii.
Dodatkowo moga hamowac rozwoj niektérych gatunkow bakterii (Liu 1 in., 2022). Pelnig
rowniez istotne funkcje odzywcze, wspierajac wchtanianie sktadnikow odzywczych i
syntez¢ witamin, zwlaszcza z grupy B 1 witaminy K (Rowland i in., 2018). Metabolity te
biorg takze udziat w modulacji metabolizmu gospodarza, wptywaja na metabolizm lipidow,
biatek i glukozy, wspierajac termogeneze, odczucie sytosci, funkcje motoryczne narzadow
oraz wrazliwo$¢ na insuling (Liu 1 in., 2022). Ponadto, wzmacniaja barier¢ jelitowa
stymulujac  wydzielanie peptydow przeciwdrobnoustrojowych oraz biatek potaczen
Scistych (S. Ghosh i in., 2021). Na poziomie osi jelito-mdzg, neuroaktywne metabolity
bakteryjne wplywaja na funkcjonowanie uktadu nerwowego, w tym na uczenie si¢, pamiec¢
1 zachowanie. Ponadto, poprzez stymulacj¢ komorek enteroendokrynnych nabtonka jelita
stymulujg synteze neuropepydow i neuroprzekaznikow gospodarza (Bastings i in., 2023;

Carabotti i in., 2015).

1.2.1.1. Krotkolancuchowe kwasy tluszczowe (SCFAs)

SCFAs nalezg do najwazniejszej grupy metabolitow produkowanych przez GM,
petniac kluczowa role w interakcjach z organizmem gospodarza (Ma i in., 2022). Powstaja
one jako produkt uboczny fermentacji mikrobiologicznej polisacharydow ztozonych, ktore
nie sg trawione lub sg tylko czgsciowo trawione w jelicie cienkim cztowieka (Fusco i in.,
2023). Pod wzgledem struktury, do najwazniejszych SCFAs produkowanych przez GM
naleza kwas octowy, propionowy, mastowy oraz walerianowy.

W organizmie gospodarza SCFAs s3 podstawowym zrodtem energii dla komorek
nabtonka jelita grubego 1 kretego. SCFAs sg szybko wchtaniane przez nabtonek jelitowy 1
metabolizowane w watrobie, znaczaco przyczyniajac si¢ do zaspokajania zapotrzebowania
energetycznego u ludzi i zwierzat. Dodatkowo, stanowig one substraty do syntezy cukréw
1 lipidow, co ma potencjalnie wptyw na utrzymanie roOwnowagi energetycznej i regulacje
metabolizmu (Birkeland 1 in., 2023). SCFAs wspieraja roéwniez barier¢ jelitowa i
mechanizmy obronne organizmu poprzez wplyw na ekspresje genéw potaczen Scistych w
jelitach, co sprzyja wzmocnieniu desmosomow i polaczen szczelinowych (Ma i in., 2022).
SCFAs maja takze istotny wplyw na funkcjonowanie komorek uktadu odpornosci

wrodzonej, takich jak makrofagi, neutrofile i komorki dendrytyczne, odgrywajac wazna
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role w odpowiedzi immunologicznej. Ponadto SCFAs moga regulowa¢ rdznicowanie
komorek T 1 B, wptywajac na adaptacyjng odpowiedz immunologiczng (Yao i in., 2022).
Interakcje SCFAs z receptorami sprz¢zonymi z biatkami G (ang. G protein-coupled
receptors, GPCR) na komorkach enteroendokrynnych, trzustkowych oraz adipocytach
odgrywaja kluczowa role w regulacji metabolizmu organizmu. Na przyktad maslan i
propionian w komorkach enteroendokrynnych jelit stymuluja wydzielanie peptydu 1
podobnego do glukagonu (ang. Glucagon-like peptide-1, GLP-1) oraz hormonu PYY,
regulujacego apetyt. Jedng z funkcji GLP-1 1 PYY jest zwigkszanie wrazliwo$ci na
insuling, a takze spowalnianie oprézniania zotadka i motoryki jelit (Han 1 in., 2021).
Ponadto SCFAs moga przenika¢ do krwiobiegu z jelit, wplywajac na metabolizm i funkcje
tkanek obwodowych oraz przekracza¢ barier¢ krew-médzg. W osrodkowym uktadzie
nerwowym reguluja procesy neurozapalne, wptywaja na aktywnos$¢ komorek glejowych,
wspomagaja neurogeneze, biosynteze¢ serotoniny oraz poprawiaja funkcjonowanie

neuronéw. (Silva i in., 2020).

1.2.2. Wplyw zwiazkéw endokrynnie czynnych (EDCs) na strukture i aktywnos¢
metaboliczna mikrobioty jelitowej (GM)

Ekspozycja na ksenobiotyki, takie jak EDCs, moze znaczaco modyfikowa¢ sktad GM
oraz jej aktywnos¢ metaboliczng (Dikeocha 1 in., 2022). Ksenobiotyki, ktore dostajg si¢ do
organizmu drogg pokarmowg wchodza w interakcje z GM w jelicie cienkim 1 okreznicy, a
nastgpnie s3 wchianiane w jelitach i1 transportowane do watroby przez zyte wrotna, gdzie
ulegaja procesom detoksyfikacji. W dalszych etapach moga by¢ wydalane z moczem lub,
w postaci zwigzkow zwigzanych z z6tcig, ponownie trafi¢ do jelit, gdzie ich obecnos¢ moze
ponownie wptywa¢ na GM (Giambo 1 in., 2022). Mechanizm detoksyfikacji
ksenobiotykdw przez organizm gospodarza zostal szczegétowo omowiony w publikacji
[P2].

Ksenobiotyki, w tym EDCs moga bezposrednio wplywac na strukture taksonomiczng
GM, powodujac zmiany w biordznorodnosci 1 liczebnosci poszczegdlnych gatunkow
bakterii (Collins i in., 2020) (Rysunek 1). W konsekwencji ksenobiotyki moga posrednio
oddzialywa¢ na produkcje¢ kluczowych metabolitéw przez GM, ktore nastgpnie wchodza
w bezposrednie interakcje z organizmem gospodarza (Jin 1 in., 2023). Zaburzenia
wytwarzania kluczowych metabolitow sygnatowych, takich jak SCFAs ktore sg niezbgdne
dla utrzymania integralno$ci bariery jelitowej i regulacji odpowiedzi immunologicznej

moga powodowac ostabienie bariery jelitowej, indukcj¢ stanu zapalnego a w konsekwencji
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zwigkszenie ryzyka chorob metabolicznych (Clarke i in., 2019; Matsuzaki i in., 2023).
Dodatkowo zaburzenia w produkcji metabolitow takich jak tryptofan i jego pochodne moga
wptywaé na o§ jelito-mozg, co moze mie¢ potencjalne konsekwencje dla zdrowia
psychicznego (Matsuzaki i in., 2023). W ten sposob ksenobiotyki poprzez modyfikacje
aktywnos$ci metabolicznej mikrobioty, mogg potencjalnie oddziatywa¢ na szeroki zakres
funkcji fizjologicznych gospodarza (Jin i in., 2023). Podczas analizy zmian wywolanych
ekspozycja na ksenobiotyki nalezy pamigta¢, ze GM jest ztozonym i dynamicznym
systemem, w ktérym rola poszczegolnych taksonéw w utrzymaniu homeostazy nie jest w
pelni poznana. Co wigcej, ze wzgledu na funkcjonalng redundancje, rézne gatunki bakterii
moga petni¢ podobne funkcje, co oznacza, ze zmiany w sktadzie GM nie zawsze prowadza
do przewidywanych zmian w jej funkcjonowaniu (Chi i in., 2021). Wplyw wybranych
EDCs na GM omoéwiono w publikacji [P1].

Powszechna ekspozycja na EDCs z grupy BPs uzasadnia potrzebe badan nad ich
wplywem na GM, poniewaz zmiany taksonomiczne i funkcjonalne mikrobioty moga
prowadzi¢ do zaburzen zdrowotnych gospodarza (Lopez-Moreno i in., 2024). Badania in
vivo na roznych gatunkach, takich jak ryby z rodzaju Danio, myszy, szczury, kroliki
pokazaty, ze ekspozycja na BPA moze znaczaco zwigksza¢ liczebno$¢ Bacteroides,
Firmicutes, Proteobacteria i Akkermansia spp. (Joshi i in., 2023). Na przyktad, dlugotrwata
ekspozycja na BPS u myszy indukowata dysbiozg jelitowg prowadzac do otytosci (Chi i
in., 2024). Z kolei u Danio ekspozycja na BPF byla skorelowana z obnizeniem
réznorodnosci 1 liczebnosci GM (Gu i in., 2022), a jednoczesna ekspozycja na BPF i BPS
prowadzita do wzrostu liczebnosci potencjalnie patogennych bakterii, takich jak
Flavobacterium, Pseudomonas 1 Stenotrophomonas (Wang 1 in., 2021). U myszy,
narazenie na BPA 1 BPF prowadzilo do zmiany profilu taksonomiczny GM w kierunku
wzrostu relatywnej obfitosci Ruminococcaceae UCG-010 1 Oscillibacter oraz spadku

Prevotella 9 1 Streptococcus (Meng 1 in., 2024).

36



1§ Q2
/ ——’>@
N\

Rysunek 1. Wielkokierunkowe interakcje miedzy GM a EDCs.

(1) Wptyw EDCs na profil taksonomiczny i bior6znorodnos¢ GM. (2) Wptyw EDCs na metabolity
sygnatowe produkowane przez GM: takie jak SCFA, pochodne tryptofanu, wtorne kwasy zoétciowe.
(3) Wplyw metabolitow GM na komorki jelita: metabolity GM moduluja integralno$¢ bariery
jelitowej oraz stymuluja wydzielanie hormonow przez komorki enteroendokrynne, co ma istotny
wplyw na regulacj¢ apetytu i poczucia sytos$ci oraz homeostazy energetycznej. Metabolity poza
bezposrednim oddziatywaniem na komorki jelita, moga przedostawa¢ si¢ do krwiobiegu,
wplywajac na odlegte narzady i tkanki. (4) EDCs moga ulega¢ fizycznej adsorpcji na powierzchni
komorek bakteryjnych GM, co potencjalnie ogranicza ich biodostgpnos$¢ dla gospodarza. (5)
Bakterie jelitowe moga aktywnie metabolizowa¢ EDCs, prowadzac do powstania produktow
biotransformacji, ktore moga wykazywac bardziej niekorzystne dziatanie niz zwiazki macierzyste,
w tym potencjal endokrynny, cytotoksycznos¢ oraz genotoksycznos¢. (6) GM moze
biotransformowa¢ EDCs do pochodnych o zredukowanej lub braku aktywnosci biologicznej, co
prowadzi do ich inaktywacji. W ten sposob potencjalnie szkodliwe zwigzki moga zostaé
zneutralizowane przed wchionigciem do krwioobiegu. Rysunek przygotowano w programie Canva.

1.2.3. Elminacja ksenobiotykow przez mikrobiote jelitowa (GM)

Mikroorganizmy wchodzace w sklad GM moga bezposrednio oddziatywaé z
ksenobiotykami, takimi jak zanieczyszczenia srodowiskowe, leki czy dodatki do zywnosci.
Te interakcje moga wplywa¢ zard6wno na metabolizm 1 usuwanie ksenobiotykow z
organizmu, jak i na aktywno$¢ biologiczng samych zwigzkow (Clarke i in., 2019). GM
moze metabolizowa¢ ksenobiotyki za pomoca szerokiego spektrum enzymow,
przeksztalcajac je w mniej toksyczne metabolity co sprzyja ich eliminacji z organizmu. W
niektorych przypadkach jednak, metabolizm ten moze prowadzi¢ do powstania
metabolitow bardziej szkodliwych niz zwigzek wyjsciowy (Collins i in., 2020). Poza
aktywnym metabolizmem, GM moze réwniez pasywnie inaktywowac ksenobiotyki
poprzez ich adsorpcj¢ na powierzchni §cian komorkowych bakterii (Clarke 1 in., 2019). Ten

proces ogranicza dostepnos¢ ksenobiotykow do dalszej absorpcji przez nabtonek jelitowy,
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zmniejszajac ich biodostepnos¢ 1 potencjalnie redukujac ich szkodliwe dziatanie

(Abdelsalam 1 in., 2020; Selwyn i in., 2016).

1.2.3.1. Biotransformacja

GM posiada zdolnos$¢ do bezposredniego metabolizowania substancji chemicznych,
ktore podlegaja dziataniu réznorodnych enzymow bakteryjnych, takich jak beta-
glukozydazy, beta-glukuronidazy, sulfatazy, azoreduktazy, nitroreduktazy i transferazy
(Clarke i in., 2019). Zwiazki, ktore ulegly inaktywacji w watrobie moga wyniku
biotransformacji przez GM podlegac inaktywacji, aktywacji, lub reaktywacji. W przypadku
ksenobiotykow, inaktywacja przez GM moze skutecznie neutralizowaé zagrozenie
zwigzane z ich ekspozycja (Giambo i in., 2022). Z drugiej strony, biotransformacja przez
GM moze prowadzi¢ do powstania pochodnych o zwigkszonej genotoksycznosci lub
potencjale endokrynnym (Collins 1 in., 2020; Niderkorn i in., 2007). Mechanizm
biotransformacji ksenobiotykéw przez bakterie zostal szczegdélowo opisany w
publikacjach [P1] i [P2].

Liczne badania wskazuja na mozliwo$¢ biodegradacji BPs przez niektore bakterie z
gatunkow Pseudomonas, Sphingomonas 1 Bacillus (De 1 in., 2022; Lopez-Moreno 1 in.,
2021; Sasaki 1 in., 2005). Potencjat do degradacji BPs przez Sphingomonas zostal opisany
dla szesciu analogow BPA, w tym BPS, BPF, BPB, BPE, BPZ i BPC. Do degradacji tych
zwiazkow zdolne byly rowniez bakterie z rodzaju podobnie jak Cupriavidus. Wykazano
takze, ze bakterie z rodzaju Sphingobium moga degradowa¢ BPA, BPS, BPF, BPB, BPE i
BPP. W przypadku bakterii z rodzaju Pseudomonas potencjat degradacyjny zostal opisany
dla BPA, BPS, BPF 1 BPB. Rodzaj Bacillus, degradujacy pig¢ analogéw (BPA, BPF, BPE,
BPZ 1 BPC), jest szczegolnie istotny ze wzgledu na obecnos¢ tych bakterii w sktadzie GM
(De 1 in., 2022). Ponadto bakterie z rodzajow Sphingomonas i Bacillus, byty zdolne do
wykorzystania BPA jako jedynego Zrddla wegla i metabolizowania go do COz, H2O
(Lopez-Moreno 1 in., 2021; Sasaki i1 in., 2005). Biodegradacja BPA zachodzi dzigki
wspotudziatowi 1 koordynacji wielu genow kodujacych biatka. Lopez-Moreno 1 in. (2021)
wyizolowali szczep Bacillus sp. AM1 z GM cztowieka, posiadajacego geny kodujace
enzymy dla czterech referencyjnych szlakow degradacji BPA. W badaniach nad
metabolizmem BPA przez bakterie podkreslono rowniez kluczowa rolg cytochromu P450
w tych procesach (Lopez-Moreno 1 in., 2021). Wigkszos$¢ bakteryjnych monooksygenaz
cytochromu P450 nalezy do klasy I, ktore wymagaja obecnosci reduktazy zawierajacej

flawinoadeninodynukleotyd (reduktaza ferredoksyny) zaleznej od NADH oraz
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ferredoksyny, biatka z grupa zelazowo-siarkowg. Uklady te moga katalizowac reakcje
hydroksylacji, epoksydacji, sulfoksydacji lub dealkilacji réznych ksenobiotykéw (Sasaki i
in., 2005). Beztlenowe Eubacterie a takze Archeony czgsto nie posiadajg genow
kodujacych P450, jednak niektore bakterie, takie jak promieniowce (Actinomycetes), maja
ich wiele (Kelly 1 in., 2013). W badaniach przeprowadzonych przez Das i in. (2019)
wykazano, ze monooksygenza cytochromu P450 uczestniczy w hydroksylacji BPA przez
Bacillus sp. GZB, ktory degradowat 100% BPA w ciggu 96 h przy stezeniu 10 mg/L
zarowno w warunkach tlenowych, jak i1 beztlenowych. Stwierdzono rowniez, ze Bacillus
produkuje inne enzymy, w tym lakaze, ktora uczestniczy w biotransformacji BPA do mnie;j
ztozonych czasteczek (Das 1 in., 2019). Lakaza odpowiada za katalizowanie reakcji
utleniania zwigzk6éw aromatycznych, w tym fenolu i innych opornych zwigzkow (De i in.,
2022). Na przyktad, lakaza wyizolowana z grzyba z gatunku Myrothecium roridum
degradowata 80% BPA w ciagu 96 h (Jasinska i in., 2021). Ponadto zdolno$¢ do
biodegradacji BPA wykazano dla szczepow bakterii wyizolowanych z GI cztowieka, takie
jak Lacticaseibacillus rhamnosus (Ju 1 in., 2019), Lactococcus lactis, Bacillus subtilis,
Lactiplantibacillus plantarum oraz Enterococcus faecalis (Kyrila i in., 2021). W wyniku
mikrobiologicznej degradacji BPA powstaja metabolity, takich jak hydrochinon, 4-
hydroksyacetofenon, kwas 4-hydroksybenzoesowy oraz 4-izopropenylofenol (Kyrila i in.,
2021).

Nalezy podkresli¢, ze potencjat biodegradacji BPA przez dany szczep bakteryjny
nie jest jednoznaczny ze jego zdolno$cia do degradacji analogdow tego zwigzku (De 1 in.,
2022). Na przyktad, BPS jest znacznie mniej wrazliwy na biodegradacj¢ niz BPA, ze
wzgledu na unikalne wigzania podwojne grupy O=S=0O (Fang i in., 2020; Zdarta 1 in.,
2018). Badania nad biodegradacja BPs przez drobnoustroje obecne w wodzie morskiej
wykazaty, ze biodegradowalno$¢ BPs mozna uporzadkowac¢ w nastepujacej kolejnosci BPF
> BPA >BPS. BPF ulega rozktadowi szybciej niz BPA w srodowisku morskim, podczas
gdy BPS wykazuje wigksza tendencje do akumulacji w wodzie. Réznice w tempie
degradacji BPA i BPF moga wynika¢ z ich struktury chemicznej. W przypadku BPF, atomy
wodoru zwigzane z weglem czwartorzedowym sg bardziej podatne na dzialanie
drobnoustrojéw niz grupy metylowe przylaczone do centralnego atomu wegla w BPA

(Danzl i in., 2009).
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1.2.3.2. Adsorbcja

Wiele gatunkow bakterii ma zdolno$¢ do wigzania ksenobiotykow poprzez fizyczng
adsorbcje do $Sciany komodrkowej. Adsorbcja jest metabolicznie pasywnym procesem, a
substancje chemiczne moga oddziatywaé zardwno z zywymi, jak i martwymi komoérkami
drobnoustrojéow (Feng i in., 2018; Zoghi i in., 2014a). Na efektywnos¢ adsorbcji wptywaja
m.in. powierzchnia biosorbentu, struktura chemiczna ksenobiotyku i jego hydrofobowos¢,
pH, temperatura oraz czas inkubacji (Solouki i in., 2018; Tripathi i in., 2023). Wiele badan
wykazuje, ze bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria, LAB) moga wigzaé
BPA z r6zng wydajnoscig i w réznym tempie (Endo i in., 2007; Lee 1 in., 2023; Solouki i
in.,, 2018; Zhu 1 in., 2017). Struktura Sciany komorkowej bakterii jest kluczowym
czynnikiem determinujagcym zdolno$¢ wigzania (Solouki i in., 2018). Bakterie Gram-
dodatnie, szczegdlnie Bacillus spp. i LAB, charakteryzuja si¢ wysoka zdolno$cig adsorpcji
dzigki specyficznej budowie §ciany komorkowej, ztozonej gltéwnie z peptydoglikanu, a
takze niewielkich ilo$ci kwaséw tejchojowych i lipotejchojowych, polisacharydow 1
egzopolisacharydow (Solouki i in., 2018; Zoghi i in., 2014). Z kolei $ciana komoérkowa
Gram-ujemnych bakterii zawiera jedynie 10-20% peptydoglikanu, co ogranicza ich
zdolno$ci adsorpcyjne. Ponadto, Gram-ujemne bakterie posiadaja zewnetrzng btone
ztozong z fosfolipidow i lipopolisacharydow (LPS) (Vijayaraghavan i in., 2008).

W przypadku ludzkiej GM dominujg Gram-dodatnie Firmicutes oraz Gram-ujemne
Bacteroidetes Obecne s3 takze inne, mniej licznie reprezentowane grupy, takie jak Gram-
ujemne  Proteobacteria, = Gram-dodatnie = Actinobacteria  oraz =~ Gram-ujemne
Verrucomicrobia (Sarkar i in., 2021). Endo 1 in. (2007) wykazali, wyzszy potencjat
lactococci skutecznie adsorbuja hydrofobowe analogi BPA, ale nie hydrofilowe, co
sugeruje, ze hydrofobowos¢ jest kluczowym czynnikiem w adsorpcji BPA. Ekspozycja na
laurylosiarczan sodu (ang. Sodium dodecyl sulfate, SDS) zwigkszyta adsorpcj¢ BPA przez
odstonigcie miejsc hydrofobowych, podczas gdy trypsyna zmniejszyta ja poprzez hydrolizg
tych biatek , co wskazuje, ze efekt wigzania hydrofobowego biatek powierzchniowych jest
istotny (Endo 1 in., 2007). Hydrofobowa $ciana komoérkowa bakterii, zawierajaca
hydrofobowe lipidy, zwicksza hydrofobowos¢ powierzchni, co z kolei pozwala na
silniejsze wigzanie zwigzkéw hydrofobowych, takich jak BPA (Bovo i in., 2013; Lopez-
Ramoén 1 in., 2019). Bioadsorcje ksenobiotyéw przez wybrane gatunki bakterii

szczegblowo omowiono w publikacji [P2].
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1.2.4. Bariera jelitowa

Bariera jelitowa petni kluczowa role w selektywnym wchtanianiu sktadnikow
odzywczych oraz ochronie organizmu przed drobnoustrojami, antygenami pokarmowymi,
toksynami obecnymi w przewodzie pokarmowym (Ghosh i in., 2021). Sklada si¢ ona z
kilku warstw, ktore tworza bariery mikrobiologiczng, chemiczng, fizyczng i
immunologiczng. Zewng¢trzna warstwa obejmuje $luz, GM i biatka obronne; warstwa
srodkowa to komorki nabtonka jelitowego; natomiast wewngtrzna warstwa zawiera
komorki odpornosciowe zar6wno wrodzonej, jak 1 adaptacyjnej odpowiedzi
immunologicznej (Tommaso i in., 2021).

Funkcjonowanie bariery jelitowej jest w duzym stopniu zalezne od metabolitow
produkowanych przez GM. SCFAs moga wzmacnia¢ barier¢ chemiczng, stymulujac
wydzielanie peptydow przeciwdrobnoustrojowych, sIgA oraz mucyn, co zapobiega
przedostawaniu si¢ patogennych bakterii (Liu 1 in., 2022; Tommaso i in., 2021). SCFAs,
kwasy z6fciowe 1 pochodne indolu wzmacniaja barier¢ fizyczna, zwigkszajac ekspresje
biatek potaczen $cistych, takich jak klaudyny, okludyna-1 i okludyna (Liu i in., 2022).
SCFA i pochodne indolu moga przenika¢ przez nabtonek jelitowy i wptywac na komorki
uktadu odpornosciowego, indukujac sekrecje przeciwzapalnych cytokin, takich jak IL-10 1
IL-22 (Di Tommaso 1 in., 2021). Zaburzenia potaczen $cistych moga ostabia¢ bariere
fizyczna, umozliwiajac przemieszczanie si¢ LPS 1 bakterii, prowadzac do aktywacji
komorek uktadu odporno$ciowego 1 sekrecji cytokin prozapalnych, takich jak IL-1p, IL-6,
IL-22 i TNF-a. Prowadzi to do zaburzenia integralno$ci bariery jelitowej (Ghosh i in.,
2020) oraz wzrostu produkcji tych cytokin, powodujac ogélnoustrojowy stan zapalny (Page
1 in., 2022). SCFAs wykazuja dziatanie przeciwzapalne, regulujac produkcje cytokin i
funkcje komorek odpornosciowych (Liu 1 in., 2023). Indol i jego pochodne moga dziata¢
jako ligandy dla receptorow jadrowych w komorkach nabtonka, takich jak AhR, PXR czy
receptor gamma powigzany z sierocymi receptorami retinoidowymi, wplywajac na
integralnos¢ bariery jelitowej. Wykazano, zZe indol moze zwigksza¢ opornos¢
transnablonkowg, indukowac ekspresj¢ biatek potaczen $cistych oraz obnizaé poziom
cytokin zapalnych (Liu i in., 2022a).

W regulacji bariery jelitowej uczestnicza endogenne receptory estrogenowe obecne
w komorkach nabtonka jelitowego, gtownie ERP, ktory powszechnie wystepuje w ludzkim
jelicie grubym (Braniste 1 in., 2011). ERB pelni role hamulca w odnawianiu nabtonka
jelitowego i prawdopodobnie ma bezposredni wptyw na integralnos$¢ potaczen $cistych, w

przeciwienstwie do ERa, ktory stymuluje proliferacje (Barone i in. 2008). Rownowaga
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miedzy sygnalizacjag ERa i ERB w komorkach nablonka wydaje si¢ kluczowa dla
utrzymania funkcjonalnej bariery jelitowe;.

Ksenoestrogeny obecne w zywnosci takie jak BPA moga bezposrednio wplywac na
nabtonek jelita grubego. BPA ma dziesigciokrotnie wicksze powinowactwo do ERp w
poréwnaniu do ERa (Kuiper 1 in. 1997; Matthews i in. 2001). W wyniku wigzania si¢ z
receptorami estrogenowymi, BPA zaburza funkcje bariery nablonkowej i nasila odpowiedz
nocyceptywna w trzewiach u szczuro6w. Ponadto ekspozycja na BPA w trakcie cigzy moze
by¢ czynnikiem ryzyka rozwoju ciezkiego zapalenia jelita grubego u zenskiego potomstwa

w dorostym zyciu (Mandal i in., 2023)

1.2.5. Modele in vitro wykorzystywane w badaniach wplywu ksenobiotykow na
mikrobiote jelitowa (GM)

Modele in vitro hodowli GM stanowia cenne uzupetnienie badan in vivo oraz badan
populacyjnych umozliwiajagc badanie zwigzkéw przyczynowo-skutkowych oraz
molekularnych mechanizméw, poprzez ktére zaburzenia GM mogga wigzac si¢ z rozwojem
jednostek chorobowych (Qi i in., 2023). Metody te sg rowniez kluczowe dla kompleksowe;j
oceny toksycznosci ksenobiotykow, w tym EDCs, ktére stanowig istotng czgs¢
zanieczyszczen zywnosci oraz zagrozenie dla zdrowia cztowieka (Srednicka i in., 2023).
Obecnie wykorzystywane modele in vitro do hodowli GM obejmujg proste modele hodowli
okresowej, systemy hodowli cigglej oraz zaawansowane hodowle, ktore umozliwiajg
badanie interakcji migdzy GM a gospodarzem (Pham i in., 2018).

Modele hodowli GM in vitro oferuja szereg korzysci w pordwnaniu z badaniami in
vivo, takie jak nizsze koszty, wigksza powtarzalno§¢ wynikéw oraz brak koniecznosci
uzyskiwania skomplikowanych zgdd etycznych. Ponadto sa mniej czasochtonne, co jest
szczegOlnie korzystne przy badaniu duzej liczby substancji (L. Li i in., 2019). Jedna z
kluczowych zalet modeli in vitro jest mozliwos$¢ znacznego ograniczenia liczby czynnikdéw
zewngetrznych, ktore moga wptynaé na wyniki badan. W badaniach in vivo istnieje wiele
zmiennych biologicznych 1 srodowiskowych, ktére moga wprowadza¢ nieprzewidziane
zmiany w wynikach eksperymentéw takie jak pozornie niewielkie réznice w diecie,
warunki klatkowe czy czas pobierania probek zwigzany ze zmiennoscia GM w ciggu doby
(Ericsson 1 in., 2018; Franklin i in., 2017). Wplyw tych czynnikow w badaniach nad GM,
jest istotny, jednak cze¢sto pomijany i rzadko kontrolowany miedzy réznymi badaniami

(Chi 1 in., 2021). Natomiast, modele in vitro pozwalaja na precyzyjna kontrole sktadu
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pozywek, temperatury, poziomu tlenu, pH oraz innych parametréw, co minimalizuje
ryzyko wptywu niepozadanych zmiennych na przebieg eksperymentu (Pham i in., 2018).

Wykorzystanie modeli in vitro posiada pewne ograniczenia, wynikajace z braku
mozliwo$ci pelnego odtworzenia ztozonych interakcji zachodzacych w organizmach
zywych (Qi 1 in., 2023). Hodowle in vitro maja ograniczong zdolno$¢ do symulowania
specyficznych interakcji migdzy réoznymi rodzajami komorek a GM. Dodatkowo GM w
organizmie ludzkim wchodzi w liczne, skomplikowane interakcje z uktadami -
immunologicznym, hormonalnym i nerwowym, ktére nie s3 uwzgledniane w hodowlach
in vitro. W zwiazku z tym, wyniki uzyskane w warunkach in vitro mogg nie odzwierciedla¢
rzeczywistego dzialania substancji w zywym organizmie (Sardelli i in., 2021). Ponadto,
modele in vitro s3 przede wszystkim stosowane w badaniach krotkoterminowych, co
ogranicza ich przydatno$¢ w analizie dtugotrwatych efektow dziatania ksenobiotykow
(Pham i in., 2018).

Kluczowym elementem hodowli GM w warunkach in vitro jest dobor
odpowiedniego podtoza mikrobiologicznego, ktére zapewni mikroorganizmom optymalne
warunki do wzrostu i rozwoju (Srednicka i in., 2023). Dominujaca czes¢ GM stanowia
bakterie beztlenowe oraz bezwzglednie beztlenowe, ktore sg szczegdlnie wymagajace w
trakcie hodowli (von Martels i in., 2017). Wymagaja one bogatych, specjalistycznie
wzbogaconych mediéw hodowlanych oraz zachowania beztlenowych warunkéw na
kazdym etapie, od pobierania probek po samg hodowle (Vartoukian, 2016). Wybor
odpowiedniego podtoza wplywa bezposrednio na przezywalno$¢ réznych gatunkow
bakterii, co w konsekwencji determinuje zmiany w profilu taksonomicznym GM, a takze
jego aktywno$¢ metaboliczng 1 funkcjonalng. Zmiany te sg widoczne m.in. w poziomach
produkcji SCFAs, witamin oraz innych metabolitow, kluczowych dla zdrowia gospodarza
(Yousiiin., 2019a). Pomimo licznych préb wykorzystania komercyjnie dostepnych i nowo
opracowanych podtozy, wiele gatunkéw bakterii jelitowych wciaz pozostaje
niechodowalnych in vitro, gtdbwnie ze wzgledu na trudnosci w odtworzeniu ich naturalnych
warunkow srodowiskowych (Srednicka i in., 2023; Tao i in., 2023; Yousi i in., 2019a).

Hodowle okresowe stanowig najprostszy model, ktory charakteryzuje si¢ niskimi
kosztami 1 jednocze$nie umozliwia prowadzenie badan o wysokiej przepustowosci.
Hodowle okresowe zaktadaja zaszepienie podtoza hodowlanego zywa GM 1 prowadzenie
hodowli w warunkach beztlenowych przez okreslony, krétki czasu (Isenring 1 in., 2023).
Ograniczenia tego modelu wynikaja z wyczerpywania si¢ skladnikéw odzywczych w

medium hodowlanym, gromadzenia si¢ metabolitow oraz towarzyszacego temu spadkowi
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pH, co ogranicza maksymalny czas prowadzenia hodowli do okoto 48 h (Isenring i in.,
2023; Pham 1 in., 2018). Jest to wartosciowa i szeroko wykorzystywana metoda do
wstepnych badan modulacji sktadu GM oraz jej aktywnosci metabolicznej (Pham 1 in.,
2018).

Bardziej zaawansowane modele, takie jak procesy w bioreaktorach, umozliwiajg
prowadzenie hodowli pot-ciggtej lub ciaglej, co pozwala na badanie dynamiki GM oraz
reakcji mikroorganizméw na rézne interwencje w warunkach zblizonych do
fizjologicznych (Sardelli i in., 2021). W systemach tych bioreaktory dostarczaja swieze
medium odzywcze i usuwajg produkty fermentacji, co umozliwia stabilizacj¢ warunkéw
hodowli oraz prowadzenie dtugoterminowych badan (Pham i in., 2018). Bioreaktory moga
dziata¢ w trybie potcigglym (np. SHIME) lub ciggtym (np. model Gibsona, PolyFermS),
przy czym koncowe produkty metabolizmu s3 odprowadzane z bioreaktora celem
utrzymania statej objetosci. W modelu TIM-2 natomiast usuwane metabolitow zostato
rozwigzane za pomocg zintegrowanego systemu dializ (Isenring 1 in., 2023; Pham 1 in.,
2018).

Wieloetapowe modele, takie jak trojstopniowy model Gibsona, pozwalaja na
symulacj¢ réznych odcinkéw jelita grubego, ktére charakteryzujg si¢ zmiennym pH i
aktywno$cig metaboliczng. Umozliwia to badanie zmian GM w odpowiedzi na rozne
interwencje w warunkach bardziej zblizonych do naturalnych (Pham 1 in., 2018). GM
wystepuje w obrebie GI w formie planktonicznej w §wietle jelita oraz osiadtej jako biofilm,
gdzie jest zwigzana z nabtonkiem. Spoteczno$¢ mikroorganizméw S$luzoéwki S$cisle
oddziatuje z komorkami nabtonka gospodarza, co sprawia ze potencjalnie moze miec
wigkszy wplyw na patogeneze rdznych chorob niz populacje planktoniczne. Pomimo tego,
wiele badan GM opiera si¢ na probkach katu 1 dostarcza informacji jedynie na temat
populacji planktonicznych (Crowther i1 in., 2014). Niektére modele bioreaktorow
odtwarzaja zarowno planktoniczny jak i osiadly tryb Zzycia GM, stosujac strategie, takie jak
zastosowanie nosnikéw pokrytych agarem z mucyng (M-SHIME), kulek alginianowo-
mucynowych (M-ARCOL), lub unieruchamiajgc drobnoustroje w porowatych kulkach
gellanowo-ksantanowych z mucyng dostarczang w ptynnym podiozu hodowlanym
(PolyFermS) (Isenring i in., 2023). Konfiguracja i obstuga bioreaktorow wymaga
zaawansowanej infrastruktury oraz wyszkolonego personelu o specjalistycznych
umiejetnosciach w zakresie technologii fermentacji. Procesy te sg czasochtonne,
niskoprzepustowe 1 kosztowne, co stanowi istotne wyzwanie w ich praktycznym

zastosowaniu (Isenring i in., 2023; Sardelli i in., 2021).
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Badania interakcji miedzy gospodarzem a GM w modelach in vitro obejmuja
zaroOwno proste modele 2D, jak i1 bardziej zaawansowane modele 3D, ktore r6znig si¢
stopniem ztozonosci i realizmem w odzwierciedlaniu warunkow biologicznych (Qi i in.,
2023). Modele 2D wykorzystuja linie komérkowych hodowane w monowarstwie na
ptaskich podtozach, takich jak standardowe ptytki hodowlane, wktady Transwell czy chipy
do oceny reakcji komoérek na okreslony bodziec (Aguilar-Rojas i in., 2020; Qi i in., 2023).
Model hodowli w systemie Transwell to klasyczny model in vitro, ktory pozwala na
jednoczesng hodowlg komoérek wraz z GM, nieaktywnymi komorkami mikroorganizméw,
lub ich metabolitami. Wktadka Transwell dzieli komor¢ na dwie czgsci: w jednej znajduja
si¢ komorki w medium, a w drugiej badany obiekt. W modelu jelita komorki hodowane sa
na porowatej membranie, a obiekt badania umieszczony na dnie studzienki moze
oddzialywa¢ na komoérki w gornej czgsci komory (Qi i in., 2023). Modele 2D odgrywaja
istotng rol¢ w badaniach podstawowych dzieki swojej prostocie 1 niskim kosztom, jednak
maja ograniczong zdolno§¢ do odwzorowywania warunkow fizjologicznych. Jednym z
przyktadowych ograniczen jest brak mozliwosci petnej ekspresji czynnikow specyficznych
dla tkanek, takich jak §luz (Aguilar-Rojas i in., 2020).

Modele 3D stosowane w badaniach in vitro interakcji migdzy czlowiekiem a GM,
takie jak organoidy, organy-na-chipie czy hodowle komorkowe na rusztowaniach,
pozwalaja na bardziej realistyczne odtworzenie warunkow panujgcych w organizmie w tym
mikro$rodowiska z gradientem tlenu (Aguilar-Rojas 1 in., 2020). Przykladem takiego
modelu jest system, w ktorym biatka jedwabiu postuzyly do stworzenia porowatego
rusztowania z pustym wnetrzem, pokrytego warstwa komorek nabtonka jelitowego (Caco-
2 z HT29-MTX) wytwarzajacych warstwe Sluzowa, a w rusztowaniu umieszczono
miofibroblasty zapewniajace wsparcie strukturalne (Qi 1 in., 2023). Coraz bardziej zlozone
modele, ktore obejmuja cale spotecznosci bakteryjne i elementy blony §luzowej, sa
opracowywane do badania interakcji miedzy GM a gospodarzem. Te zaawansowane
podejscia moga znaczgco wspiera¢ rozw0j modeli in vitro chordb przewlektych, takich jak
choroba zapalna jelit (ang. inflammatory bowel disease, IBD) czy rak jelita grubego, co
sprawia, ze bedg odgrywac coraz wigkszg role w badaniach nad interakcjami gospodarza z

GM (Puschhofi in., 2021).
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CEL PRACY I HIPOTEZY BADAWCZE

Przedmiotem dysertacji sg interakcje zwigzkdéw endokrynnie czynnych obecnych w
zywnos$ci z mikrobiotg jelitowg cztowieka. Badajgc dostepne dane literaturowe oraz w
oparciu o dotychczasowe wyniki badan zidentyfikowano nastepujace cele badawcze:

1) Ocena wptywu wybranych zwigzkéw chemicznych z grupy bisfenoli, w tym
bisfenolu A oraz jego analogdéw bisfenolu S, bisfenolu F i tetrametyl bisfenolu F, na sktad
1 funkcje metaboliczne mikrobioty jelitowej cztowieka in vitro.

2) Ocena zdolnosci mikrobioty jelitowej do eliminacji badanych zwiazkéw oraz

modyfikacji ich aktywnosci biologicznej in vitro.

W odniesieniu do powyzszych celow zostaly postawione nastepujace hipotezy badawcze:
H1. Zwiazki endokrynnie czynne prowadza do zaburzenia struktury taksonomicznej i
profilu metabolicznego mikrobioty jelitowe;.

H2. Mikrobiota jelitowa posiada zdolno$¢ do eliminacji zwigzkow endokrynnie czynnych.
H3. Mikrobiota jelitowa modyfikuje aktywno$¢ biologiczng zwiazkéw endokrynnie

czynnych, wplywajac na ich cytotoksycznos$¢ oraz potencjat endokrynny.

Dla realizacji postawionych celow zostato wyodrgbnionych 6 zadah badawczych:

1) Optymalizacja metod hodowli mikrobioty jelitowej w warunkach in vitro.

2) Zbadanie wplywu wybranych zwigzkéw endokrynnie czynnych na profil
taksonomiczny oraz a i 3 r6znorodno$¢ mikrobioty jelitowej cztowieka.

3) Okreslenie zmian w profilach metabolicznych mikrobioty jelitowej pod wpltywem
badanych zwigzkow, ze szczegdlnym uwzglednieniem zmian w produkcji
krétkotancuchowych kwasow thuszczowych.

4) Ocena potencjatu mikrobioty jelitowej] do usuwania wybranych zwigzkow
endokrynnie czynnych.

5) Okreslenie wplywu mikrobioty jelitowej na aktywno$¢ estrogenowa/androgenowa
wybranych zwigzkéw endokrynnie czynnych.

6) Ocena wplywu mikrobioty jelitowej na cytotoksycznosci wybranych zwigzkoéw
endokrynnie czynnych.
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2. ZAKRES PRACY
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3. MATERIAL BADAWCZY I METODY BADAN

3.1. Material biologiczny

Materiat biologiczny stanowity préobki katu, pobrane od zdrowych dawcow, w tym 8 kobiet
1 7 mezczyzn w wieku od 25 do 35 lat, spelniajacych ponizsze kryteria: brak terapii
antybiotykowej oraz suplementacji probiotykami przez co najmniej 6 miesi¢gcy przed
oddaniem probki, brak otytosci (wskaznik masy ciata, BMI < 25 kg/m?), brak chorob
przewlektych 1 zaburzen zotadkowo-jelitowych, niepalenie tytoniu oraz stosowanie
tradycyjnej diety, uwzgledniajacej produkty migsne. Charakterystyka dawcow mikrobioty
jelitowej, opracowana na podstawie dostarczonych kwestionariuszy zdrowotnych, zostata

przedstawiona w Tabeli S1 w publikacji [P3].

3.2. Metody badan

3.2.1. Pobieranie probek kalu i przygotowanie inokulum mikrobioty jelitowej
Inokulum katowe przygotowano zgodnie z protokotem zatwierdzonym przez Komisje
Etyki Badan Naukowych z Udzialem Ludzi SGGW (nr 23/2021). Uchwale Komisji
umieszczono w Aneksie. Dawcy pobierali probki katu w domu, ktére natychmiast
umieszczali w warunkach beztlenowych (GenBag anaerobic, BioMerieux) 1
przechowywali w lodowce. Probki byly transportowane w stanie schtodzonym i
przetwarzane w laboratorium w ciggu 8 h. W komorze beztlenowej (BACTRON 300
Sheldon Manufacturing, Inc., 90% N2, 5% Hz , 5% COx) dzielono probki na porcje po ~3
g od kazdego ochotnika. Nastepnie probki od wszystkich dawcow taczono (MIX),
rozcienczano w buforze krioprezerwacyjnym (1:4 w/v), filtrowano, podzielono na rowne

porcje i zamrozono w temperaturze —80°C celem zabezpieczenia do dalszych badan.

3.2.2. Hodowle in vitro mikrobioty jelitowej

Media mikrobiologiczne wykorzystywane w celu optymalizacji metody hodowli GM w
publikacji [P3] obejmowaty: Gut Microbiota Medium (GMM) bez agaru (Goodman i in.,
2011), Schaedler Broth (SM) z dodatkiem o 5% krwi owczej 1 1,5 mg/LL witaminy K3
(GrasoBiotech, Polska), Fermentation Medium (FM) (Ahmadi i in., 2019) 1 Carbohydrate
Free Basal Medium (CFBM) (Al-Tamimi i in., 2006). Wszystkie media przygotowano

zgodnie z protokotami producentow.
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Probki kalu (MIX) rozmrazano w tazni wodnej (1h, temp. 37°C) i zaszczepiano wybrane
podtoza mikrobiologiczne: GMM, FM, CFBM i1 SM (2% v/v). Hodowle in vitro
prowadzono w warunkach beztlenowych w komorze BACTRON. Probki byty inkubowane
na wytrzasarce laboratoryjnej przez (24 h, temp. 37°C), wykorzystujac 96-dotkowe ptytki
typu deep well. Bezposrednio po hodowli probki z kazdej grupy zostaty podzielone na dwie
grupy: traktowane 1 nietraktowane monoazydkiem propidyny (ang. propidium monoazide,

PMA), w celu rozréznienia DNA pochodzacego od mikroorganizmoéw zywych i martwych.

3.2.3. Traktowanie PMA

Do kazdej probki dodano PMA w stezeniu 20 mM, uzyskujac koncowe stezenie 50 pM.
Probki wirowano przez 20 s i inkubowano w ciemno$ci w temp. 37°C przez 20 min,
mieszajac co 5 min. Nastepnie probki poddano dzialaniu §wiatta za pomocg urzadzenia do
fotolizy LED PMA-Lite (Biotium, Fremont, CA, USA) przez 20 min, mieszajac co 5 min.
Komorki odwirowano przy 5000 x g przez 10 min, a supernatant usuni¢to. W przypadku
probek niepoddanych dzialaniu PMA, probki przechowywano w temperaturze pokojowej
przez caly czas ekspozycji na PMA. Uzyskane osady komorkowe przechowywano w
temperaturze —80°C do momentu izolacji DNA. DNA wyekstrahowano zaréwno z probek

traktowanych PMA, jak rowniez nietraktowanych tym zwigzkiem.

3.2.4. Hodowle in vitro mikrobioty jelitowej z bisfenolami

Hodowle in vitro przeprowadzano w $cisle beztlenowych warunkach. Zamrozone probki
kalu MIX, rozmrazano w warunkach beztlenowych w tazni wodnej (1 h, temp. 37°C).
Wstepnie podgrzane, odtlenowane medium SB zaszczepiano inokulum MIX (2% v/v).
Hodowle GM poddawano ekspozycji na BPA, BPS, BPF, TMBPF przez 24 h w kohcowym
stezeniu 1 mM (n =9). Badane zwigzki rozpuszczono w etanolu (96%), przy czym objetos¢
etanolu nie przekraczala 2% catkowitej objetosci hodowli. Réwnowazna objetos¢ etanolu
dodano do grupy kontrolnej rozpuszczalnika. Hodowle inkubowano w temp. 37°C na
wytrzasarce laboratoryjnej (150 obr./min) w 96-dotkowych ptytkach typu deep well przez
48 h. Ptytki byly przykryte folig aluminiowa, umozliwiajaca wymian¢ gazowa. Po

inkubacji hodowle odwirowano w celu oddzielenia peletu i supernatantu.
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3.2.5. Ekstrakcja DNA, przygotowanie biblioteki amplikonéw 16S rDNA i
sekwencjonowanie MiSeq

Catkowite DNA z probek katu wyizolowano zestawem QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit
(Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z instrukcja producenta. W celu doktadnej
homogenizacji probek katu, przeprowadzono mechaniczne rozbicie komoérek przy uzyciu
urzadzenia FastPrep-24 Classic Grinder (MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornia, USA)
(20 s, 6,5 m/s). Czystos¢ wyekstrahowanego DNA oceniono za pomocg spektrofotometru
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE), a stezenie DNA zmierzono za
fluorymetrem Qubit 4.0 (Life Technologies Ltd., Wielka Brytania) i zestawem Qubit
dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen). Do amplifikacji regionu V3-V4 genu 16S rDNA
wykorzystano pare¢ starteréw 341 (F: 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") i 805 (R: 5'-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3") wraz z adapterami do sekwencjonowania Illumina
MiSeq. Biblioteki DNA przygotowano zgodnie z protokotem Illumina Guide #15044223
Rev. B. Amplikony 16S rDNA indeksowano przy uzyciu zestawu Nextera XT (Illumina,
San Diego, CA, USA) zgodnie z instrukcjag Nextera DNA Sample Preparation Guide
(protokot #15044223 Rev. B). Amplikony genu 16S rDNA sekwencjonowano na
platformie Illumina MiSeq, korzystajac z chemii v3 (600 cykli, 2 x 300 bp).

3.2.6. Analiza bioinformatyczna

Surowe odczyty sekwencji 16S rDNA zostaty zdemultipleksowane do plikow FASTQ,
poddane kontroli jakosci (jako$¢ > Q25) oraz oczyszczone przy uzyciu algorytmu DADA?2
v2024.2.0 (Callahan 1 in., 2016). Kontrola jakos$ci, wizualizacja oraz profilowanie
taksonomiczne przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania QIIME 2 amplicon v2024.2
(https://github.com/qiime2/qiime2) (Bolyen 1 1in., 2019). Tabela ASV zostala
przefiltrowana 1 uwzgledniono tylko te ASV, ktore stanowity > 0,25% catkowitych
odczytow w co najmniej jednej probce, zgodnie z progiem zaproponowanym przez
Reitmeier 1 in. (2021). Klasyfikacja taksonomiczna zostata przeprowadzona przy uzyciu
bazy danych SILVA v132 (https://www.arb-silva.de/) (Quast 1 in., 2012). PICRUSt2
(Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States)
v2.5.2 (https://github.com/picrust/picrust2). Predykcje funkcji metagenomu oparto na
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGQG) (https://www.genome.jp/kegg/)
(Kanehisa, 2000). Do analizy wynikow PICRUSt2 1 wizualizacji uzyto pakietu R
ggpicrust2 v1.7.1 (https://github.com/cafferychen777/ggpicrust2) (Yang i in., 2023).
Nastepnie artefakty QIIME2 zaimportowano do R v4.4.1 jako obiekt phyloseq przy uzyciu
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pakietu giime2R v0.99.20 (https://github.com/jbisanz/qiime2R). Analiza a-r6znorodnosci
zostala  przeprowadzona  przy uzyciu  pakietow R  phyloseq  v1.30-4
(https://github.com/joey711/phyloseq) oraz vegan v2.6-4
(https://github.com/vegandevs/vegan), w celu obliczenia Efektywnej Roéznorodnosci
Mikrobiologicznej i1 Efektywnej Liczby Shannona, przy glebokosci probkowania
ustawionej] na minimalng liczb¢ odczytow (25894). Wykres z zastosowaniem
niemetrycznego skalowania wielowymiarowego (ang. non-metric multidimensional
scaling, NMDS), oparty na odleglo$ciach B-ré6znorodnosci, uzyskano za pomoca narzedzia
internetowego MicrobiomeAnalyst 2.0 (https://www.microbiomeanalyst.ca/) (Lu i in.,
2023). Roznice w porownaniach a-réznorodno$ci oceniono przy uzyciu testu Kruskala-
Wallisa z testem post-hoc Dunna. Roéznice w B-réznorodno$ci oceniono za pomocg
permutacyjnej wielozmiennej analizy wariancji (PERMANOVA) przeprowadzonej na
odlegtosciach Bray-Curtisa. R6znice w wzglednym udziale taksonéw GM oceniono za
pomoca ANCOM BC przeprowadzonego wykorzystujac oprogramowanie QIIME 2.
Roéznice w przewidywanych funkcjach metabolicznych GM, na podstawie PICRUSt2,
oceniono za pomoc3g LinDA  przy uzyciu pakietu ggpicrust2 vl.7.1
(https://github.com/cafferychen777/ggpicrust2) w R (Yang i in., 2023). Wizualizacje

wykonano przy uzyciu pakietu ggpicrust2.

3.2.7. Oznaczenie profilu krotkotancuchowych kwaséw tluszczowych

Roztwory wzorcowe zawierajace pojedynczy zwigzek przygotowano w izopropanolu w
stezeniu 0,2 g/mL, uzywajac wzorcow o wysokiej czystosci. Roztwor wzorcowy kwasu
pelargonowego, uzywanego jako standard wewnetrzny do oceny wydajnosci metody,
przygotowano w izopropanolu w stezeniu 1 mg/mL. Roztwory te przechowywano w
fiolkach z ciemnego szkta w temp. —20°C az do momentu uzycia. Krzywe kalibracyjne dla
szesciu SCFA stworzono za pomocg metody pigciopunktowej w oprogramowaniu Thermo
TraceFinder™ v5.1, dostarczonym przez Thermo Fisher Scientific (Pleasanton, CA, USA).
100 pL prébek wymieszano z 500 pL n-heksanu 1 500 pL standardu wewnetrznego. Po
krotkim mieszaniu probki odwodniono przy uzyciu siarczanu sodu. Nastgpnie probki
przeniesiono do szklanych fiolek, szczelnie zamknigto po dodaniu 10 pL stezonego kwasu
siarkowego 1 ogrzewano na termobloku (1 h, temp. 100°C) w celu przeprowadzenia
derywatyzacji. Probki ekstrahowano, dodajagc 4 mL tert-butylometylu eteru 1 4 mL
roztworu zawierajacego cytrynian sodu i chlorek sodu (odpowiednio 10% i 15%). Po
intensywnym mieszaniu probki wirowano, a 2 mL probki z gornej fazy organicznej
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przeniesiono do fiolki zawierajacej siarczan sodu w celu usuni¢cia pozostatej wody. Probki
przefiltrowano przy uzyciu nylonowego filtra strzykawkowego o wielkosci porow 0,22 pm.
Probki zatadowano do GC-MS (Agilent 7890A/5975C, Santa Clara) z kapilarng kolumna
RTX-WAX MS (60 m x 250 um x 0,25 pum). Temperatury iniektora, zrodla jonéw,
kwadrupola 1 interfejsu GC/MS wynosity odpowiednio 230, 230, 150 i 250°C. Przeplyw
helu jako gazu no$nego utrzymywano na poziomie 1,5 mL/min. Wstrzykni¢to 2 pL
derywatyzowanej probki z podzialem 50:1. Poczatkowa temperatura kolumny wynosita
40°C 1 byla utrzymywana przez 2 min., nast¢pnie wzrastano do 60°C z szybko$cig 5°C/min,
anastepnie zwickszano do 150°C z szybkoscig 8°C/min, a na koniec do 250°C z szybkoscia
15°C/min 1 utrzymywano na tej temperaturze przez 5 min. Jonizacja byla przeprowadzana
w trybie zderzen elektronow (EI) przy 70 eV. Dane MS byly pozyskiwane w trybie petnego
skanu/SIM. Identyfikacje zwigzkow potwierdzono przez wstrzyknigcie czystych wzorcow
1 porownanie czasu retencji oraz odpowiadajacych im widm MS. Roéznice w zawarto$ci
SCFA migdzy grupami analizowano za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA), a nastepnie testu post-hoc Tukey’a z korekcja Benjamini—Hochberg.
Szczegotowe parametry analizy GC/MS SCFA znajduja si¢ w publikacji [P3] w Tabeli 1.

3.2.8. Ilosciowa ocena eliminacji bisfenoli przez mikrobiote jelitowg

Roztwory wzorcowe pojedynczych zwigzkow o stezeniu 1 mg/mL zostaly przygotowane
w acetonitrylu (ACN) przy uzyciu wzorcow o wysokiej czystosci. Roztwdr wzorcowy
BPA-d16, uzywany jako standard wewngtrzny w kazdej probce do monitorowania
wydajnosci metody, przygotowano w stezeniu 1 mg/mL w ACN. Roztwory wzorcowe byty
przechowywane w ciemnych fiolkach szklanych w temp. —20°C do momentu uzycia.
Pigciopunktowe krzywe kalibracyjne zostaty przygotowane dla mieszaniny BPs w zakresie
1-50 ng/mL, wygenerowane za pomocg oprogramowania Thermo TraceFinder™ w wersji
5.1 (Thermo Fisher Scientific, Pleasanton, CA, USA). Probki catej hodowli oraz
supernatanty wymieszano z ACN (1:1) 1 zamrozono w zamrazarce o temp. —80°C. Przed
analizg probki wyjeto z zamrazarki i pozwolono im stopniowo rozmrazac¢ si¢ w temp. 4°C.
Nastepnie probki catej hodowli sonikowano przez 30 min. w lazni ultradzwigkowe;.
Supernatanty po hodowli GM oraz homogenizowane prébki catej hodowli rozcienczono
(1:1000) ACN, dodano 5 pL standardu wewnetrznego, przefiltrowano przez nylonowy filtr
strzykawkowy o wielkosci porow 0,22 pm do fiolki chromatograficznej i nastgpnie

poddano analizie przy uzyciu LC-HR-MS/MS na spektrometrze masowym Q Exactive
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Orbitrap (Thermo Scientific). W celu ilosciowej analizy usuwania BPs zastosowano system
chromatografii cieczowej o ultra-wysokiej wydajnosci (UHPLC) sprzgzony ze
spektrometrem masowym QExactive Orbitrap oraz podgrzewanym interfejsem
elektrosprejowym (HESI-MS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Rozdziat
chromatograficzny przeprowadzono przy uzyciu kolumny C18 Cortecs (2,1 mm x 100 mm,
wielkos¢ czasteczek 1,6 um; Waters, Milford, MA, USA). System LC dziatat przy statym
przepltywie 0,3 mL/min. Faza A zawierala 1 mM fluorek amonu w wodzie w stosunku
90:10 v/v, a faza B zawierala 1 mM fluorek amonu w wodzie w stosunku 20:80 v/v.
Objetos¢ wstrzykiwanej probki wynosita 2,5 pL. Zakres skanowania dla spektrometru
masowego wynosil od m/z 80 do 1200 m/z. Rozdzielczos¢ ustawiono na 70,000, a
stosowano tryb jednoczesnego skanowania i fragmentacji wszystkich jonow. Parametry
jonizacji wynosity: napiecie rozpylania +3500 V i —2500 V dla trybéw dodatniego i
ujemnego, odpowiednio; temperatura grzatki sondy wynosita 412°C; temperatura kapilary
256,25°C. Przeptywy gazow ustawiono na 47,5 jednostek dla gazu ostonowego, 11,25
jednostek dla gazu pomocniczego i 2,25 jednostek dla gazu zapasowego. Pozyskiwanie 1
przetwarzanie danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Thermo Scientific
TraceFinder™. Tolerancja dokladno$ci masy wynosita 5 ppm, a minimalny prog
intensywnosci ustawiono na 100 000 jednostek. Ocena eliminacji BPs przez hodowle GM
byla przeprowadzona przy uzyciu modelu ANOVA z testem post-hoc Tukey’a oraz

korekcja Benjamini—Hochberg.

3.2.9. Analiza profilu zewnatrzkomorkowych metabolitow mikrobioty jelitowej

Supernatanty wymieszano z ACN (1:1) 1 zamrozono w temp. —80°C. Przed analizg probki
stopniowo rozmrazano w temp. 4°C. Nastepnie supernatanty przefiltrowano za pomocg
nylonowego filtra strzykawkowego (0,22 pm) do fiolki chromatograficznej i poddano
analizie LC-HR-MS/MS przy uzyciu spektrometru masowego Q Exactive Orbitrap
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Metabolity wstrzyknigto na kolumne C18
Cortecs (2,1 mm x 100 mm, rozmiar czasteczek 1,6 um; Waters, Milford, MA, USA).
Chromatografia cieczowa byla prowadzona przy statym przeptywie 0,3 mL/min. Faza
ruchoma A zawierala 1 mM fluorek amonu w wodzie w stosunku 90:10 v/v, a faza B
zawierala 1 mM fluorek amonu w wodzie w stosunku 20:80 v/v. Wszystkie probki
analizowano w trybie jonizacji dodatniej 1 ujemnej. Spektrometr masowy byt ustawiony
zgodnie z parametrami analizy ilo§ciowej. Pozyskiwanie danych odbywato si¢ w trybie

zaleznym od danych (data-dependant mode). Do identyfikacji pikow, integracji danych
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spektrometrycznych 1 profilowania metabolitéw uzyto oprogramowania Compound
Discoverer v3.2. Zwiazki zidentyfikowano 1 pogrupowano na podstawie baz danych
ChemSpider (https://www.chemspider.com, dostep 20 maja 2024) oraz mzCloud
(https://www.mzcloud.org, dostep 20 maja 2024). Statystyczna ocen¢ danych profili
metabolicznych GM  przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Compound
Discoverer. Test hipotezy wykonano za pomocg modelu ANOVA z testem post-hoc

Tukey’a oraz korekcja Benjamini—Hochberg.

3.2.10. Test aktywnosci estrogenowej i androgenowej

Do badan wykorzystywano zmodyfikowany szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae
(Tigret Poland) zawierajacy ludzkie receptory ER (YES) lub AR (YAS). Aktywnos$¢
endokrynng oceniano wedlug metody Roszko i in. (2018) z wlasnymi modyfikacjami.
Supernatanty badanej probki po hodowli GM ekstrahowano za pomoca octanu etylu w
stosunku objetosci 1:1. Probki energicznie mieszano recznie, a nastgpnie odwadniano
siarczanem magnezu. Nastepnie probki poddano wirowaniu przy 10 000 X g przez 10 min.
Gorng fazg octanu etylu starannie zebrano do oceny aktywnosci endokrynnej. 150 pL
ekstraktu przeniesiono do 96-dotkowej ptytki polipropylenowej. Wykonano seryjne
rozcienczenia w stosunku 1:3 przy uzyciu octanu etylu. E2 uzyto jako pozytywna kontrole
dla testu, przy czym octan etylu stuzyt jako kontrola odczynnikowa. Probki pozostawiono
do odparowania przez noc w temperaturze pokojowej. Drozdze zaszczepiono do podtoza
YPG (BLT, Polska) zawierajacego streptomycyne (0,5 ml/mL) i ampicyline (0,5 mg/mL)
1 hodowano przez noc w temp. 30°C. Catonocna hodowla drozdzy o ggstosci optycznej
(ang. optical density, OD) okoto 1,2 zmierzona przy 690 nm zostala zwirowana przy 10
000 x g przez 10 min., a nastepnie zawieszona w 10 mL $wiezego podtoza, aby zapewni¢
optymalng aktywno$¢ drozdzy do testow. Odparowane probki rekonstytuowano w 120 pL
1% dimetylosulfotlenku (DMSO) i inokulowano 60 pL przygotowanej zawiesiny drozdzy.
Probki inkubowano przez noc w 30 °C w nawilzonym pojemniku plastikowym. Wzrost
oceniano poprzez pomiar OD przy dtugosci fali A = 690 nm. Hodowle zakonczono dodajac
20 pL 0,1% Triton X-100 i 30 pL litykazy (1 mg/mL) rozpuszczonej w buforze
fosforanowym (pH 7,5) zawierajacym merkaptoetanol (50 mM). Probki inkubowano przez
45 min. w temp. 35°C. Nastgpnie dodano roztwoér chlorofenolowej czerwieni-f-D-
galakopiranozydu (CPRG) (1,0 mg/mL w buforze fosforanowym, pH 7.,5). Szybkos¢
hydrolizy CPRG mierzono przy fali A = 570 nm po 30 minutach inkubacji w 35°C w

ciemnos$ci. Dane zebrano za pomoca oprogramowania Gen5 na czytniku plytek Biotek
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Synergy H1. Aktywnosci agonistyczne wobec receptoréw ER i AR zostaty okreslone, a
wyniki wyrazono jako wartosci 20% maksymalnego stezenia skutecznego (ECzo). Istotnosé¢

wynikow oceniano za pomoca testow z-studenta.

3.2.11. Ocena cytotoksycznos$ci metabolitow mikrobioty jelitowej po ekspozycji na
bisfenole

Supernatanty po hodowli GM oraz kontrole abiotyczne (1 mM BP w SM) rozcienczono w
stosunkach 1:3, 1:6 i 1:10 w DMEM wzbogaconym o 10% surowice ptodowa bydleca
(FBS, ang. fetal bovine serum, v/v), 100 IU/mL penicyliny i 100 pg/mL streptomycyny.
Roztwory te nastepnie przefiltrowano przy uzyciu filtra strzykawkowego z celulozy o
wielkosci porow 0,22 um w celu zapewnienia jalowosci. Do eksperymentdéw uzyto linii
komoérkowej Caco-2, pochodzacej z DSMZ (Braunschweig, Niemcy), w przedziatach
pasazu od 22 do 35. Komorki hodowano w kolbach 75 mL, przy gestosci zaszczepienia 1
x 10° komorek/mL. w DMEM wzbogaconym o 10% FBS, 100 IU/mL penicyliny i 100
pug/mL streptomycyny, w 12 mL pozywki na kolbe. Pozywke wymieniano trzy razy w
tygodniu. Pasazowanie przeprowadzano po osiggni¢ciu 80% konfluencji. Do odlaczenia
komorek dwukrotnie plukano je 5 mL buforu fosforanowego (DPBS) i odrywano przy
uzyciu 4 mL trypsyny. Zywotno$¢ komoérek oceniono kolorymetrycznie, mierzac
aktywnos$¢ dehydrogenazy mitochondrialnej przy uzyciu barwnika MTT (3-(4,5-dimetylo-
2-tiazolilo)-2,5-difenyltetrazolium bromide) dostarczonego przez firm¢ Merck (Darmstadt,
Niemcy), zgodnie ze zmodyfikowanym protokotem wg Popowskiego i in. (2021). Komorki
wysiewano w liczbie 1 x 10* komorek na dotek w 96-dotkowych ptytkach. Pozywke
zmieniano trzy razy w tygodniu az do uzyskania petnej konfluencji, po czym dodano peine
medium z 5 mM maslanu sodu (Merck) w celu promowania rdéznicowania komorek, a
hodowlg kontynuowano przez kolejny tydzien. Nastgpnie pozywke hodowlana zastapiono
medium zawierajagcym zwiazki testowe przygotowane w etanolu (1 mM), a takze kontrola
negatywng (pozywka hodowlana), kontrolg rozpuszczalnika (pozywka hodowlana z
etanolem) oraz kontrolg pozytywng (pozywka hodowlana z 0,1% Triton X, Thermo Fisher
Scientific). Po 48 h inkubacji komorki przeptukano DPBS i dodano 20 pL roztworu MTT
na dotek (0,5 mg/mL w DPBS). Po 4 h inkubacji supernatant odciagnigto, a uzyskane
krysztaty formazanu rozpuszczono w 200 uL. DMSO, ktory réwniez stuzyt jako probka tla
do pomiaréw absorpcji. Absorpcje mierzono przy dtugosci fali A = 560 nm (dlugos¢ fali
testowej) 1 A = 620 nm (dlugos¢ fali odniesienia) za pomocg czytnika ptytek (Biotek
Synergy H1). Test przeprowadzono w dwoch niezaleznych eksperymentach, kazdy
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wykonany w trzech powtorzeniach. Istotno$¢ rdéznic okreslono przy uzyciu modelu

ANOVA z testem post-hoc Tukey’a oraz korekcjg Benjamini-Hochberg.

3.2.12. Analiza Statystyczna

O ile nie zaznaczono inaczej, wszystkie testy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowania Graph Prism v9.4.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Roznice
migdzy grupami uznawano za istotne przy p < 0,05, a dane przedstawiono jako $rednie +

SD, z co najmniej 3 powtdrzen.

59



60



4. MATERIALY OPUBLIKOWANE

4.1. Wyniki i omowienie badan opublikowanych

ZADANIE BADAWCZE 1: Optymalizacja metod hodowli mikrobioty
jelitowej w warunkach in vitro.

4.1.1. Wplyw laczenia probek kalu na spolecznos¢ GM

GM charakteryzuje si¢ duzym bogactwem gatunkowym, ktore rézni si¢ migdzy
indywidualnymi dawcami (Fontana 1 in., 2019). Badania potwierdzaja, ze taczenie probek
kalu od wielu dawcow w celu przygotowania znormalizowanego inokulum jest
wartosciowa metoda w badaniach populacyjnych (Aguirre i in., 2014; Logtenberg i in.,
2020; Rodriguez-Ruano i in., 2020a). Uzycie inokulum z prébki zbiorczej do hodowli GM
in vitro umozliwia standaryzacj¢ eksperymentow i zapewnia powtarzalno$s¢ wynikow
(Aguirre 1 in., 2014). W ramach badan przedstawionych w publikacji [P3] dokonano
analizy probek katu pochodzacych od indywidulanych dawcow (IND, n = 15) oraz
zbiorczych probek katu (MIX, n = 5) metodg sekwencjonowania amplikonu 16S rDNA, w
celu oceny wptywu taczenia probek na strukture GM. Analiza poréwnawcza grup IND i
MIX wykazata istotne roznice w metrykach a-réznorodnosci, przy czym grupa MIX
charakteryzowata si¢ istotnie wyzszym Efektywnym Bogactwem Mikroorganizméow i
Efektywng Liczbg Shannona. Przeprowadzone badania wykazaty, ze potaczone probki katu
od indywidulanych dawcow (MIX) charakteryzowaly si¢ wyzszym bogactwem 1
réwnomiernoscig gatunkow, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez Rodriguez-
Ruano i in. (2020).

Mikrobiom rdzeniowy jest zwykle definiowany jako najbardziej rozpowszechniony
zestaw taksonéw mikrobiologicznych, ktore stale wystepuja w danym ekosystemie (Custer
1 in., 2023). Przeprowadzona analiza mikrobiomu rdzeniowego ujawnita tylko 17 ASV
wspolnych dla wszystkich probek IND, co $wiadczy o duzej heterogenicznosci GM
poszczegbdlnych dawcow. W inokulum MIX zaobserwowano obecno$¢ wigkszosci
(87,21%) taksonow bakteryjnych zidentyfikowanych w probkach od poszczegdlnych
dawcéw (IND). Ponadto 52,27% taksondw obecnych w grupie IND stanowito wspolny
rdzen mikrobiomu wystgpujacy we wszystkich probkach MIX. Wyniki te wykazaty, ze
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potaczenie probek katlu od réznych dawcow (MIX) umozliwito uzyskanie
reprezentatywnego profilu GM, ktéry odzwierciedla wigkszos¢ taksonow obecnych w
probkach pobranych od indywidualnych dawcéw. Uzyskane wyniki przeprowadzonego
badania potwierdzily skuteczno$¢ wykorzystania inokulum przygotowanego z probki
zbiorczej do hodowli GM w modelu in vitro, co potwierdzity takze badania Rodriguez-

Ruano i in. (2020), Logtenberg i in. (2020), Aguirre i in. (2014) 1 Yousi i in. (2019).

4.1.2. Zywotno$¢ inokulum GM z prébki zbiorczej od wielu dawcow

Ze wzgledu na to, ze GM sklada si¢ z wielu bakterii o wysokich wymaganiach
odzywczych, z ktorych nie wszystkie mozna hodowa¢ w warunkach in vitro (Lagier i in.,
2018) w dalszym etapie badan zastosowano fotoreaktywny barwnik PMA wigzacy DNA,
w celu oceny zywotno$¢ bakterii w zamrozonych, zbiorczych probkach katu (MIX).
Obrobka z uzyciem PMA umozliwila wykluczenie DNA martwych bakterii z materialu
przeznaczonego do sekwencjonowania, co pozwolilo na ocene wzglednej zywotnosci
bakterii. Poréwnanie probek przed zastosowaniem PMA (MIX) i po (MIX/PMA) wykazato
istotny spadek o-réznorodno$ci, w tym Efektywnej Liczby Shannona (p < 0,01) oraz
Efektywnego Bogactwa Mikroorganizméw (p < 0,01). Obserwowany spadek
bioréznorodnosci moze wynika¢ z niekorzystnego wpltywu procesu pobierania i
zamrazania probek oraz z faktu, ze niektore mikroorganizmy sg niezdolne do wzrostu w
tych warunkach (Bellali et al., 2019; Chen et al., 2022; Papanicolas et al., 2019). Ponadto
bakterie nalezace do niektdrych taksondéw moga traci¢ Zywotnos$¢ jeszcze zanim dotrg do
konca przewodu pokarmowego (Bellali et al., 2021). Sekwencjonowanie z uzyciem PMA
umozliwitlo odzwierciedlenie sktadu Zzywych mikroorganizméw w inokulum, ktore

wykorzystywano w kolejnych etapach badan.

4.1.3. Wplyw wybranych mediow hodowlanych na GM

Przeprowadzono analize¢ wptywu czterech réznych podlozy hodowlanych: GMM,
SM, FM 1 CFBM, na hodowl¢ GM w modelu in vitro. Podtoza zostaly wybrane na
podstawie przegladu literatury oraz ich weze$niejszego wykorzystania w hodowlach GM,
a takze ze wzgledu na ich przeznaczenie do hodowli bakterii beztlenowych o wysokich
wymaganiach odzywczych (Ahmadi et al., 2019; Al-Tamimi et al., 2006; Goodman et al.,
2011). Szczegdtowe porownanie sktadu stosowanych podtéz mikrobiologicznych zostato
zamieszczone w Publikacji [P3], w Tabeli S4. Aby oceni¢ wptyw wybranych podtéz

hodowlanych na profil taksonomiczny GM, zaszczepiono je przygotowanym wczesniej
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inokulum (MIX), a hodowle prowadzono w warunkach beztlenowych przez 24 h.
Nastepnie w celu wyeliminowania btedu zwigzanego z obecnoscig martwych komoérek
bakteryjnych przed sekwencjonowaniem 16S rDNA zastosowano barwnik PMA. Byto to
pierwsze badanie, w ktorym zastosowano opisang metodyke do analizy wptywu podtozy
hodowlanych na zywa populacjc GM. Zgodnie z literaturg, prezentowane wyniki
potwierdzity, ze sktad pozywki hodowlanej znaczaco wptywa na wzrost i zmiane¢ profilu
taksonomicznego spotecznosci GM (Yousi i in., 2019b). Po 24 h hodowli najwicksza a-
réznorodno$¢ GM (Efektywna Liczba Shannona) zaobserwowano po hodowli w podtozach
SM i GMM, w odniesieniu do nichodowanego inokulum MIX, ktére reprezentowato
wyjsciowg biordznorodno$§¢ GM. Natomiast nie zaobserwowano istotnych zmian w
Efektywnym Bogactwie Mikrobiologicznym migdzy badanym grupami a MIX. Zmiany w
Efektywnej Liczbie Shannona przy braku istotnych roznic w Efektywnym Bogactwie
Mikrobiologicznym sugeruja, ze hodowle w podtozach CFBM 1 FM wptyn¢ly na
rownomierno$¢ rozkladu taksondw, ale nie na ogdlng liczbe unikatowych taksonow.
Stwierdzono, ze pozywki o niskiej koncentracji sktadnikoéw odzywczych, takie jak CFBM
i FM, prowadzity do spadku bior6znorodnosci GM w poréwnaniu z pozywkami SM i
GMM, ktoére charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoscig sktadnikow odzywczych, co
sugeruje, ze bogatsze media sprzyjaja wickszej réznorodnosci mikrobiologicznej. Ponadto
analiza B-r6znorodnosci, przeprowadzona z wykorzystaniem metryki Bray-Curtisa,
wykazata istotne roznice w strukturze spotecznosci mikrobiologicznych pomiedzy
wszystkimi grupami pozywek a niehodowanym inokulum MIX (p <0,001). Wyniki analizy
B-r6znorodnos$ci wskazuja, ze badane podtoza hodowlane znaczaco wptywaty na strukture
spotecznosci mikrobiologicznych, przy czym podtoze CFBM powodowato najwigksze
zmiany w porownaniu do wyjsciowego inokulum MIX, co sugeruje silny wplyw tego
medium na ksztaltowanie sktadu GM.

W prezentowanej pracy zaobserwowano specyficzny dla kazdej pozywki profil
taksonomiczny GM, co mozna powigza¢ z rdéznorodng kompozycja sktadnikow
odzywczych testowanych mediow, wspierajacg wzrost roznych grup taksonomicznych
mikroorganizmow. Wszystkie badane pozywki znaczaco zwigkszaty relatywna obfitosé
rodzaju Megasphaera, w poréwnaniu do wyjsciowego inokulum MIX. Najwigkszy wzrost
wzglednej obfitosci bakterii z tego rodzaju w porownaniu do inokulum MIX
zaobserwowano w probkach hodowanych w podtozu CFBM (18,4-krotny wzrost),
natomiast najmniejszy wzrost odnotowano w probkach hodowanych w podtozu SM (4,5-

krotny wzrost). Megasphaera to beztlenowe, Gram-ujemne bakterie z rodziny Clostridia,
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ktore produkuja SCFAs, niezbedne aminokwasy i witaminy, oraz biorg udziat w regulacji
odpowiedzi immunologicznej gospodarza (Shetty i in., 2013).

Zadna z czterech testowanych pozywek nie zawierata dodatku mucyny, co
prawdopodobnie bylo przyczyna zaobserwowanej zmniejszonej wzglednej obfitosci
bakterii degradujacych mucyne takich jak Akkermansia, Prevotella 1 Ruminococcus.
Wzrost obfitosci Clostridium sensu stricto 1, patogenu oportunistycznego zwigzanego z
obnizong produkcja SCFAs i stanami zapalnymi jelit, zaobserwowany w pozywkach GM,
FM 1 CFBM, moze by¢ wywotany spadkiem produkcji SCFAs w badanym uktadzie
modelowym (Hu i in., 2021).

W kolejnym etapie badania oceniono wplyw testowanych mediow hodowlanych na
przewidywane funkcje metaboliczne metagenoméw, wykorzystujac analize PICRUSt2
opartg na danych z sekwencjonowania 16S rDNA. Zaobserwowano zwigkszong wzgledna
obfito$§¢ szlakow zwigzanych z biodegradacja 1 metabolizmem ksenobiotykow we
wszystkich badanych grupach w poréwnaniu do inokulum MIX. Analiza szlakéw
metabolicznych na poziomie 3 KEGG wykazala wzrost wzglednej obfitosci szlakoéw
zwigzanych z degradacjg zanieczyszczen organicznych, takich jak aminobenzoesan,
atrazyna, benzoesan, bisfenol, dioksyny, styren, toluen i ksylen, co sugeruje mozliwos¢
zastosowania tych pozywek do hodowli GM in vitro w badaniach nad wplywem
ksenobiotykow, co jest istotne, biorgc pod uwage kluczowg role GM w biotransformacji
tych zwigzkow. GM zawiera unikatowe enzymy, ktére m.in. odwracaja modyfikacje
wprowadzone przez szlaki detoksykacyjne gospodarza (Collins 1 in., 2020).

Nastepnie oceniono wptyw zastosowanych podtozy hodowlanych na produkcje
SCFAs, takich jak kwas octowy, propionowy, izomastlowy, mastowy, walerianowy oraz
izowalerianowy. Analiza zostata przeprowadzona po 24 h hodowli GM in vitro. Podobnie
jak w badaniach Yousi i in. (2019), potwierdzono, ze sktad pozywki hodowlanej znaczaco
wplywa na profil SCFAs w trakcie hodowli in vitro. Hodowla GM w podtozu SM
charakteryzowala si¢ najwyzsza produkcja SCFAs, przy czym zaréwno w SM, jak 1 GMM,
najwiekszy udziat w profilu SCFAs miat kwas octowy. Podobne wyniki zgtosili Yousi i in.
(2019), ktorzy wykazali, ze GMM sprzyjata najwyzszej produkcji kwasu octowego sposrod
badanych podlozy hodowlanych. Dodatkowo, zaobserwowano zwigkszong produkcje
kwasu propionowego w SM (1181 £233 mg/L) i GMM (1991 £ 249 mg/L). W niniejszej
pracy wykazano, ze bogate w sklad pozywki mikrobiologiczne, takie jak GMM 1 SM,

sprzyjaja zwiekszonej produkcji SCFAs w porownaniu z pozywkami ubogimi w sktadniki
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odzywcze. Powyzsze potwierdza kluczowa role sktadu pozywki w regulacji aktywnosci
metaboliczne] GM.

Analiza metabolitow GM po 24 h hodowli w réznych podtozach mikrobiologicznych,
przeprowadzona za pomoca techniki LC-HR-MS/MS, wykazata, ze kazda pozywka
specyficznie ksztaltowata profile metabolitow GM. Niemniej jednak, niemal 80%
wykrytych zwigzkow pozostalo niezidentyfikowanych, co utrudniato ocen¢ wplywu
sktadnikéw pozywek na produkcje poszczegdlnych metabolitéw oraz na funkcjonowanie
GM. Analiza KEGG, przeprowadzona na zidentyfikowanych metabolitach, wykazata, ze
zastosowane podtoza moga wptywaé na szlaki biochemiczne zwigzane z wydzielaniem
701ci, biosyntezg nienasyconych kwasow tluszczowych, metabolizmem kwasu linolowego
oraz biosyntezg metabolitow wtornych, sugerujac, ze specyficzne metabolity moga by¢
powiazane z aktywacja tych procesow.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze pozywki o niskiej zawarto$ci weglowodanow
(FM, CFBM) =znaczaco zmniejszaly bior6znorodnos¢ GM oraz produkcje SCFAs.
Natomiast komercyjny bulion Schaedlera (SM), wzbogacony o 5% krwi owczej i 1,5 mg/L
witaminy K3 wykazal zdolno$¢ do utrzymania wysokiej bior6znorodnosci i aktywnosci
metabolicznej] GM w hodowli in vitro oraz istotne zwigkszyt relatywna obfitos¢ szlakow
biodegradacji ksenobiotykow. W zwiazku z tym, podtoze SM zostalo wybrane do
kolejnego etapu badan, majacego na celu okreslenie wptywu BPs na GM. Cho¢
przeprowadzone badania miaty pewne ograniczenia, takie jak niemozno$¢ hodowli petnej
populacji GM w Zadnej z testowanych pozywek, wykazano, ze odpowiednio wzbogacona
pozywka, taka jak SM, moze zachowa¢ znaczng czg¢$¢ spotecznosci bakteryjnej. Mimo
ograniczen interpretacyjnych wyniki te stanowig istotny wklad do badan nad hodowla GM

in vitro.

Zrealizowanie zadania badawczego 1 umozliwilo realizacje zadah badawczych 2-6.
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5. MATERIALY NIEOPUBLIKOWANE

5.1. Wyniki czesci nieopublikowanej

5.1.1. Wplyw bisfenoli (BPs) na profil taksonomiczny mikrobioty jelitowej (GM)

ZADANIE BADAWCZE 2: Zbadanie wptywu wybranych zwigzkow
endokrynnie czynnych na profil taksonomiczny oraz a i f réznorodnos¢
mikrobioty jelitowej cztowieka.

Okreslono wptyw czterech BPs (BPA, BPS, BPF, TMBPF) na zmiany profilu
taksonomicznego GM, wykorzystujac metryki o-réznorodnosci, takie jak Wskaznik
Efektywnego Bogactwa Mikrobiologicznego (Rysunek 2a) oraz Wskaznik Efektywnej
Liczby Shannona (Rysunek 2b). Analiza porownawcza wykazata, ze BPA (p < 0,0001) 1
BPF (p < 0,01) znaczaco obnizyly zarowno Efektywne Bogactwo Mikrobiologiczne, jak 1
Wskaznik Efektywnej Liczby Shannona w poréwnaniu do grupy kontrolnej
rozpuszczalnika. BPS nie wplynal znaczaco na Efektywne Bogactwo Mikrobiologiczne,
ale obnizyt Wskaznik Efektywnej Liczby Shannona (p < 0,01). TMBPF byl jedynym BP,
ktory nie wplynat na a-réznorodnos¢ w zadneh z wyzej wymienionych metryk. Analiza 3-
réznorodnosci, byta oparta na metryce odmiennosci Bray-Curtis 1 wykazala istotne zmiany
w strukturze spotecznosci GM miedzy grupa kontrolng rozpuszczalnika a badanymi
zwigzkami z wykorzystaniem testu PERMANOWA (BPA p <0,001; BPS p <0,001; BPF
p <.0,001; TMBPF p <0,001). Wyniki B-r6znorodnosci zostaly zilustrowane na wykresie
NMDS (Rysunek 2¢). Hodowle GM poddane ekspozycji na BPA tworzyly odrebny
klaster, wyraznie oddzielony od grup kontrolnych (kontrola i kontrola rozpuszczalnika), co
wskazuje na zmiang profilu taksonomicznego GM. Naktadanie si¢ i blisko§¢ grup BPS,
BPF i TMBPF wskazuje na podobiefistwo w indukowanych przez BPs zmianach profili
taksonomicznych GM. Blisko$¢ klastrow grupy kontrolnej 1 grupy kontrolnej
rozpuszczalnika wskazuje na minimalny wplyw rozpuszczalnika uzytego w eksperymencie

na strukture spotecznos$ci GM.
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Rysunek 2. a-r6znorodnos¢ GM przedstawiona jako (a) Efektywne Bogactwo
Mikrobiologiczne oraz (b) Efektywna Liczba Shannona po 48 h hodowli GM z BPA, BPS,
BPF i TMBPF w poréwnaniu do grupy kontrolnej rozpuszczalnika (n = 9). Analiza -
réznorodnos$ci przedstawiona jest jako (¢) wykres NMDS bazujacy na metryce odleglosci
Bray-Curtis (R%: 0,57872; p = 0,001; stres NMDS = 0,14718). Elipsy zostaty narysowane
na podstawie 95% przedziatu utnosci dla kazdej grupy.
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Stwierdzone roznice w P-réznorodnosci postuzyly jako podstawa do
przeprowadzenia analizy ANCOM-BC. Ta metoda umozliwia identyfikacje taksonow
bakteryjnych, ktére wykazuja statystycznie istotne réznice w wzglednej obfitosci pomiedzy
porownywanymi grupami eksperymentalnymi a grupa kontrolng rozpuszczalnika.
Ekspozycja na BPA znaczaco zmienita sktad taksonomiczny GM, zwigkszajac wzgledna
obfitos¢ 20 taksonoéw 1 redukujgc 15 (Rysunek 3a). Wzrost o ponad 2 logarytmy
odnotowano dla taksonow takich jak Fusicatenibacter, Parasutterella, Escherichia-
Shigella, Holdemanella, nichodowalna bakteria z rodzaju Allisonella oraz Coprococcus.
Najwigkszy spadek (< -5 log) dotyczyt Bacteroides faecis i1 Clostridium sensu stricto 1. Na
poziomie typu odnotowano znaczng redukcje Bacteroidetes (synonim Bacteroidota) (< -3,5
log) oraz niewielki wzrost Proteobacteria (~ 0,5 log) (Rysunek 4a).

Ekspozycja na BPS spowodowala wzrost wzglednej obfito$ci dwoch taksonow
(Erysipelotrichaceae UCG 003 1 Acidaminococcus) oraz redukcj¢ o$miu, z najwigkszym
obnizeniem w przypadku Clostridium sensu stricto 1 (<-4 log) (Rysunek 3b). Na poziomie
typu ekspozycja na BPS spowodowata niewielki spadek Bacteroidetes (< -0,7 log) oraz
Proteobacteria (> -0,5 log) (Rysunek 4b). Ekspozycja na BPF spowodowata zwigkszenie
wzglednej obfitosci 16 taksondw, z Oscillospiraceae odnotowujacym najwigkszy wzrost
(> 5 log), a takze zmniejszenie obfitosci 11 taksondw, z Bacteroides faecis wykazujacym
najwiekszy spadek (~ -6 log) (Rysunek 3c¢). Zmiany na poziomie typu obejmowaty
niewielkie wzbogacenie w Actinobacteria 1 Firmicutes (< 0,3 log) oraz redukcje w
Proteobacteria (~ -0,6 log) i Bacteroidetes (< -1,4 log) (Rysunek 4c). TMBPF wykazat
najmniejszy efekt na strukture GM w poréwnaniu do innych badanych BPs, wptywajac
tylko na cztery taksony: Barnesiella, Bacteroides, Bacteroides faecis 1 Bacteroides vulgatus
(Rysunek 3d). Na poziomie typu, analiza wykazala niewielkie wzbogacenie

Actinobacteria (> 0,2 log) oraz redukcje Bacteroidetes (< -0,8 log) (Rysunek 4d).
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Rysunek 3: Analiza ANCOM-BC przedstawiajaca zmiany logarytmiczne w wzglednej

obfito$ci poszczegdlnych taksonow bakteryjnych pomiedzy porownywanymi grupami:
BPA (a), BPS (b), BPF (¢) oraz TMBPF (d) a grupa kontrolng rozpuszczalnika na poziomie
gatunku i rodzaju.
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Rysunek 4. Analiza ANCOM-BC przedstawiajaca zmiany logarytmiczne w wzglednej
obfito$ci poszczegdlnych taksonow bakteryjnych pomiedzy porownywanymi grupami:
BPA (a), BPF (b), BPS (¢) oraz TMBPF (d) a grupa kontrolna rozpuszczalnika na poziomie

na poziomie typu.

W celu okreslenia zmian strukturalnych GM po ekspozycji na BPs oraz ich wptywu
na aktywno$¢ metaboliczng, zastosowano analiz¢ PICRUSt2 do przewidywania
funkcjonalnych szlakéw metabolicznych na bazie sekwencji 16s rDNA. Analiza PCA
przedstawiajaca zmiany we wzglednej obfitosci szlakow metabolicznych na poziomie 3
KEGG wykazata wyrazne rozdzielenie migdzy grupa kontrolng rozpuszczalnika a grupami
poddanymi ekspozycji na BPA, BPS i BPF (Rysunek 5a-c). Natomiast probki poddane
ekspozycji na TMBPF grupowaty si¢ w obrebie klastru tworzonego przez grupe kontrolng

rozpuszczalnika (Rysunek 5d).
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Rysunek 5. Wykresy PCA ukazujace réznice w profilach funkcjonalnych GM migdzy
grupa kontrolng rozpuszczalnika a grupami poddanymi ekspozycji na BPA (a), BPS (b),
BPF (c) oraz TMBPF (d). Funkcje metaboliczne mikrobiomu na poziomie 3 KEGG zostaty
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przewidziane za pomocg algorytmu PICRUSt2, opierajac si¢ na danych uzyskanych z

sekwencjonowania genu 16S rDNA.

W celu identyfikacji szlakdw metabolicznych istotnie zmienionych po ekspozycji
na badane zwiazki, przeprowadzono analiz¢ réznicowg obfitosci LinDA, koncentrujac si¢
na 20 szlakach wykazujacych istotne statystycznie roznice pomiedzy grupa
eksperymentalng, a grupg kontrolna rozpuszczalnika. Ekspozycja na BPA wptyngeta istotnie
na zmiany profilu 118 szlakéw metabolicznych, co stanowilo najwigksza liczbe zmian w
poréwnaniu do pozostatych analizowanych BPs. Wsrod tych 20 szlakow wykazujacych
istotne roznice, zidentyfikowano szlaki zwigzane z metabolizmem 1 przetwarzaniem
informacji $rodowiskowych (poziom 1 KEGG) (Tabela Al) obejmujace transdukcje
sygnatéw, biosynteze innych metabolitow wtornych, metabolizm we¢glowodanow,
biosyntez¢ i metabolizm glikanéw, metabolizm kofaktorow 1 witamin, oraz biodegradacje
1 metabolizm ksenobiotykow (poziom 2 KEGG). Istotny statystycznie spadek
zaobserwowano w szlaku sygnalizacji wapniowej (~ -0,2 log), natomiast istotnie
statystycznie wzrost odnotowano w szlaku degradacji toluenu (~ 1,5 log).

Ekspozycja na BPS wptyne¢la facznie na 86 szlakow metabolicznych, z ktérych 20 o
najwigkszych réznicach w odniesieniu do grupy kontrolnej rozpuszczalnika, bylto gléwnie
powigzanych z metabolizmem (poziom 1 KEGG) (Tabela A2). Znaczace obnizenie
relatywnej obfitosci odnotowano w szlakach zwigzanych z biosynteza metabolitow
wtornych, metabolizmem weglowodandéw, biosynteza i metabolizmem glikanéw oraz
metabolizmem lipidow (poziom 2 KEGG). Jednocze$nie, zaobserwowano wzrost
relatywnej obfitosci szlakoéw zwigzanych z metabolizmem kofaktorow 1 witamin, z
wyjatkiem kwasu liponowego, ktory wykazat niewielki spadek. Dodatkowo, stwierdzono
wzbogacenie szlakow biodegradacji i metabolizmu ksenobiotykow, obejmujace degradacje
toluenu, benzoesanu, metabolizm ksenobiotykdéw przez cytochrom P450 oraz metabolizm
lekow przez cytochrom P450.

W przypadku ekspozycji na BPF, zaobserwowano znaczgca modyfikacje relatywnej
obfito$¢ 113 szlakéw metabolicznych, z ktorych 20 wykazujacych istotnie statystycznie
rdznice byto powigzanych z metabolizmem (poziom 1 KEGG) (Tabela A3). Odnotowano
istotng statystycznie redukcj¢ relatywnej obfitosci szlakow metabolizmu aminokwasow,
biosyntezy metabolitow wtornych, biosyntezy 1 metabolizmu glikanow, metabolizmu
lipidéw, metabolizmu kofaktorow i witamin, metabolizmu terpenoidéw i poliketydow oraz

biodegradacji i metabolizmu ksenobiotykéw (poziom 2 KEGG). Najwicksza redukcja
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relatywnej obfitosci dotyczyta szlakow degradacji glikozoaminoglikanéw oraz biosyntezy
glikosfingolipidow (-2,5 log). Ekspozycja na BPF byla rowniez skorelowana ze spadkiem
relatywnej obfitosci szlaku metabolizmu ksenobiotykéw przez cytochrom P450 i
metabolizmu lekdéw przez cytochrom P450 (-1,25 log), oraz degradacji toluenu (< -1 log).

W toku przeprowadzonych badan wykazano, ze ekspozycja na TMBPF spowodowata
najmniej istotny statystycznie wplyw na funkcjonalne szlaki metaboliczne GM w
poréwnaniu do pozostalych badanych BPs. TMBPF wptynal jedynie na 60 szlakow, z
czego 20 najbardziej zmienionych dotyczyto metabolizmu na poziomie 1 KEGG (Tabela
A4). Zaobserwowano znaczace obnizenie relatywnej obfitosci szlakow dotyczacych
biosyntezy metabolitow wtérnych, metabolizmu weglowodandéw, biosyntezy i
metabolizmu glikanoéw, metabolizmu lipidow, metabolizmu kofaktoréw i witamin, oraz
metabolizmu innych aminokwasoéw. Istotnie najwyzszy spadek relatywnej obfitosci
zaobserwowano w szlakach dotyczacych biosyntezy glikosfingolipidow oraz degradacji
glikozoaminoglikanéw (~ -1,2 log). Dodatkowo, zaobserwowano niewielki wzrost
wzglednej obfitosci szlaku degradacji benzoesanu (0,2 log) co odpowiada kategorii

biodegradacji i metabolizmu ksenobiotykéw (poziom 2 KEGG).

5.1.2. Wplyw ekspozycji na bisfenoli (BPs) na produkcj¢ krotkolancuchowych
kwasow tluszczowych (BPs) przez mikrobiote jelitowa (GM)

ZADANIE BADAWCZE 3: Okreslenie zmian w profilach metabolicznych mikrobioty
jelitowej pod wplywem badanych zwigzkow, ze szczegdlnym uwzglednieniem zmian w

produkcji krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych.

Wptyw BPs na produkcje SCFAs przez GM, w tym kwasu octowego,
propionowego, mastowego, walerianowego i1 izowalerianowego, zostat przedstawiony na
Rysunku 7. Hodowle GM poddane ekspozycji na BPA wykazaly istotny spadek produkc;ji
kwasow octowego, propionowego, izomastowego, walerianowego 1 izowalerianowego, z
wyjatkiem kwasu mastowego, ktorego produkcja wzrosta o okoto 12% (Rysunek 7a-f).
Najwicksza redukcje odnotowano w przypadku kwasow izowalerianowego 1
izomastowego, z obnizeniem produkcji o odpowiednio okoto 87% 1 84%. Ponadto,
produkcja kwasu propionowego zmniejszyta si¢ o 53%, kwasu walerianowego o 49%, a

kwasu octowego o okoto 37% w pordéwnaniu z grupa kontrolng rozpuszczalnika.
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Ekspozycja na BPS wigzala si¢ ze zmniejszong produkcja czterech SCFAs:
izowalerianowego, izomastowego, walerianowego 1 octowego, z obnizeniem produkcji
odpowiednio o ~84%, 81%, 56% 1 23%. Z kolei ekspozycja na BPF spowodowata
najwickszy spadek w produkcji kwasu izowalerianowego, redukujac go o okoto 91%.
Znaczace obnizenie produkcji SCFAs odnotowano takze w przypadku kwasow
izomastowego 1 walerianowego, z redukcja odpowiednio o okoto 84% i 83%. TMBPF miat
niewielki wptyw na produkcj¢ SCFAs, z wyjatkiem kwasu izomastowego, ktorego spadek
wynidst okoto 30%. W grupie kontrolnej rozpuszczalnika catkowita produkcja SCFAs
wynosita 5256,55 + 846,04 ug/mL. W hodowlach GM po ekspozycji na BPs,
zaobserwowano nastepujaca redukcje catkowitej produkcji SCFAs: okoto 28% dla BPA,
23% dla BPF i 22% dla BPS (Rysunek 7g). W przypadku TMBPF nie odnotowano
istotnych zmian w catkowitej produkcji SCFAs przez GM.

151



Kwas octowy

% %k
2500 . 5% % % %k
= 2000 }
E :
= -t I
2 1500+ ﬂ:q . T 7
= H - s
Q H;Hf - Wy
§ 1000 o s kil
L AL
® 5004 1 é“ g
0 I 1 I 1 1 1
¥ @ o 2 K K
CNHE & E &
{_Oo 61? A
g
N
)
O
Q.
2
ﬁp
«
Kwas mastowy
3000
TE' 2500
B
=
o 2000
'S
[}]
o
& 1500
1000 T T T T T T
W @ oV o2 oK K
ST LS
o A
+°91,o
M
Q.
0\0
&
«

152

b

Kwas propionowy

% %k %k %k
10004
L
- 8004 ¢ :% Y
E ‘8 ¥ -
2 e00-{ g[S Vvl
S 400 T iy % i
N v L
O -
o 200- xs
A
O—T—T—T—T T
W P oV D & K&
<-\\«° FE L
&
9
190
o)
Q.
o\‘b
~l~""’&6

d

Kwas izomastowy

KKK
| % %k % %k
—
%k %k Xk %k
—
800
kKKK
Teo] L
oo _ig
2 1
o 400 =
= Dime
(] c R
N L
22004 N
o : .
NIRRT X
1 I 1 1
W ? o 2 & &
& SRR RIS
© &
&
K
N
'é°\0
«



e
Kwas Walerianowy
*ok K ok
—
%k % %k %k
—
800 :****
— b4
T 600 ~
2 ﬁ i
o 400 g.:
& 200+ * ‘ i
D e
L
0 1 1 I I ] 1
W @ oV o2 oK oK
SEFL LS
*O 01? A
&
R
<°
2
(‘\éo
*~O
g Calkowite stezenie SCFAs
U =
I
Bps-_Hli )]
sPA-TH

Kontrola Rozpuszczalnika Ll |l
Kontrola-{ I

f

Kwas lIzowalerianowy

0 2000 4000 6000 8000

Stezenie [ug/mL]

* ok %k %k
—
%k k Kk
—
20009 ¢k
ary : |
£ 1500 ¢ :
o) 2 :
3 . -
S L
o 1000 §
T :1
8 e
& s004{ WA
X
O —TT—T 71 * T
N v o2 & &
FSESTELS S
&
&V
N
ca"’Q
&”Q.
&
{‘O
B Kwas octowy
B3 Kwas propionowy
B Kwas masto
¢ ok %k % wy
* % ok %k =3 Kwas izomastowy
B Kwas walerianowy
—

Kwas izowalerianowy

Rysunek 7: Wplyw ekspozycji na BPs na produkcj¢ SCFAs przez GM po 48 h hodowli.

Rysunek ten prezentuje poziomy produkeji poszczegdlnych SCFA: kwasu octowego (a),

kwasu propionowego (b), kwasu mastowego (c), kwasu izomastowego (d), kwasu

walerianowego (e) oraz kwasu izowalerianowego (f), a takze catkowita produkcje SCFAs

().
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5.1.3. Wplyw ekspozycji bisfenoli (BPs) na profil metaboliczny mikrobioty jelitowej
(GM)

Analiza profilu zewnatrzkomérkowych metabolitow w supernatantach po hodowli
GM z BPs zostala przeprowadzona za pomocg UHPLC-HESI-MS. W Tabeli 2 zestawiono
metabolity wykazujace co najmniej dziesigciokrotng réznice powierzchni piku pomiedzy
badanymi grupami a grupg kontrolng rozpuszczalnika. Ekspozycja na BPA wplynela
istotnie na profil metabolitow, prowadzac do wzrostu sze$ciu niezidentyfikowanych
metabolitow oraz spadku 14 innych. Nalezy zaznaczy¢, ze 12 z tych metabolitow wykazato
podobne obnizenie po ekspozycji na BPS i BPF. TMBPF wywart jedynie niewielki wptyw,
powodujac istotne podwyzszenie poziomu jednego metabolitu (niezidentyfikowany
metabolit 9). Profilowanie metabolitow ujawnito takze spadek poziomu kwasu
walerianowego po ekspozycji na BPF, co jest zgodne z wcze$niejszymi wynikami w
zakresie analizy SCFAs, ktora rOwniez wykazata znaczace obnizenie st¢zenia tego kwasu,
o okoto 90%. Powyzsze wyniki zostaty zilustrowane na wykresie PCA (Rysunek 8). Grupa
poddana ekspozycji na BPA jest wyraznie oddzielona od grupy kontrolnej rozpuszczalnika,
a grupy poddane ekspozycji na BPS 1 BPF sa mniej wyraZnie, ale zauwazalnie oddzielone
(Rysunek 8). TMBPF wywarl najmniejszy wptyw na ogdlny profil metabolitow sposrod
wszystkich badanych BPs, grupujac si¢ blisko grupy kontrolnej rozpuszczalnika. Ponadto,
grupa po ekspozycji na BPA wykazywata najwyzszg zmienno$¢ wewnatrzgrupowa,
rozktadajac sie szeroko wzdtuz obu gtéwnych osi sktadowych. Sugeruje to wysoki stopien

zrdznicowania odpowiedzi metabolicznych GM na ekspozycj¢ na BPA.
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Tabela 2. Lista zewnatrzkomorkowych metabolitow GM, ktorych poziom ulegt zmianie

po 48 h hodowli in vitro z BPA, BPS, BPF lub TMBPF w odniesieniu do grupy kontrolne;j

rozpuszczalnika.

Grupa Nazwa m/z EnTin.] z\(;[\i:;e)r zchnia
BPA 1 niezidentyfikowany metabolit I ~ 732,3583 6,526 14873023
BPA 1 niezidentyfikowany metabolit2  193,0871 10,25 9748534
BPA 1 niezidentyfikowany metabolit 3 187.0377 1,243 57509482
BPA 1 niezidentyfikowany metabolit4  642,3475 6,937 8647136
BPA 1 niezidentyfikowany metabolit 5 166,059 1,25 6,11E+08
BPA 1 niezidentyfikowany metabolit 6  165,0558 1,253  5,7E+09
BPF 1 niezidentyfikowany metabolit 7 262,145 8,917 81406749
BPS 1, BPF 1 niezidentyfikowany metabolit 8§  210,0749 0,805 15155391
TMBPF 1 niezidentyfikowany metabolit 9 147,015 13,115 17236503
BPA |, BPS |, BPF ! niezidentyfikowany metabolit 10 159,023 1,132 39734959
BPA 1, BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 11  301,0835 1,256 32873426
BPA | niezidentyfikowany metabolit 12 192,1032 7,18 17823763
BPA 1, BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 13 158,0613 8,944 23804221
BPA |, BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 14 309,0537 1,3 1,08E+08
BPA |, BPS }, BPF | niezidentyfikowany metabolit 15 275,0693 1,233 1,39E+08
BPA | Fenol 93,03486 5,98  3,21E+08
BPA §,BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 16 293,0798 1,348  4,07E+08
BPA |, BPS |, BPF ! niezidentyfikowany metabolit 17 259,0953 1,259  5,01E+08
BPF | niezidentyfikowany metabolit 18 114,9862 0,818  1,11E+08
BPA §,BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 19 241,0849 1,142  53E+08
BPA |,BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 20 211,0953 1,082  7,4E+08
BPA !, BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 21 225,1109 1,137  1,81E+09
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RT Powierzchnia
Grupa Nazwa m/z [min] (Max.)
BPF | Kwas walerianowy 101,061 1,194  3,18E+10
BPA {,BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 21 267,0991 1,129  1,15E+08
BPA {,BPS |, BPF | niezidentyfikowany metabolit 22 261,0822 1,326 20779394
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Rysunek 8. Wykres PCA profili zewnatrzkomérkowych metabolitow GM po 48 h

ekspozycji na BPs. Poszczegbdlne punkty reprezentuja profile metaboliczne probek w

grupach poddanych ekspozycji na: BPA (niebieski), BPF (pomaranczowy), BPS

(jasnoniebieski) i TMBPF (zielony), w poréwnaniu do grupy kontrolnej rozpuszczalnika

(szary). O$ x reprezentuje pierwsza glowna sktadowa (PC 1), ktora odpowiada za 25,6%

wariancji, podczas gdy o$ y reprezentuje drugg gtowng sktadowsa (PC 2), ktéra wyjasnia

10,9% wariancji.
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5.1.4. Ocena eliminacji bisfenoli (BPs) przez mikrobiote jelitowa (GM)

ZADANIE BADAWCZE 4: Ocena potencjatu mikrobioty jelitowej do
usuwania wybranych zwigzkow endokrynnie czynnych.

Po 48 h inkubacji z GM, ubytek BPs zostat ilosciowo okre§lony za pomoca
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas zar6wno w supernatantach pohodowlanych
GM, jak i w zhomogenizowanych probkach calej hodowli. Stopien usuni¢cia BPs w
porownaniu z odpowiednimi kontrolami abiotycznymi przedstawiono na Rysunku 9. We
wszystkich badanych grupach nie zaobserwowano znaczacego zmniejszenia stezenia BPs
w zhomogenizowanych prébkach catej hodowli w poréwnaniu z odpowiednimi kontrolami
abiotycznymi. Jednakze w supernatantach po hodowli odnotowano znaczne obnizenie
stezenia BPs, szczegolnie w przypadku TMBPF, spadek o 85,18 + 3,8% (Rysunek 9d),
nast¢pnie dla BPA z redukcjg o0 19,84 + 2,48% (Rysunek 9a), BPF ze spadkiem o 13,81 +
1,5% (Rysunek 9c¢) oraz BPS z redukcjg o 11,16 £ 1,5% (Rysunek 9b).

a b

Zhomogenizowana hodowla GM z BPA - l—{ Zhomogenizowana hodowla GM z BPS -

Supernatant po hodowli GM z BPA H » Supernatant po hodowli GM z BPS
*
*
H *

Kontrola Abiotyczna BPA Kontrola Abiotyczna BPS -

T T T T r T
0 50 100 0 50

T
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Pozostatos¢ BPA [%] Pozostatos¢ BPS [%]
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zt geni hodowla GM z BPF + H Zhomogenizowana hodowla GM z TMBPF |-|
Supernatant po hodowli GM z BPF - |“ * Supernatant po hodowli GM z TMBPF -D{
i J *
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Kontrola Abiotyczna BPF -] |—| Kontrola Abiotyczna TMBPF - |—{
T T T T T T
0 50 100 0 50 100
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Rysunek 9. Zmiany w poziomach BPs po hodowli z GM. Wykresy stupkowe przedstawiaja
procent pozostatosci BPs po 48 h hodowli z GM dla kazdego zwigzku: BPA (a), BPS (b),
BPF (c) oraz TMBPF (d). Wykresy ilustruja poziomy BPs w supernatancie po hodowli
(niebieskie stupki) oraz w homogenizowanych probkach catej hodowli (zielone stupki),

poréwnane z odpowiednimi grupami kontrolnymi abiotycznymi (fioletowe stupki).

157



5.1.5. Wplyw mikrobioty jelitowej (GM) na aktywnos$¢ endokrynng bisfenoli (BPs)

ZADANIE BADAWCZE 5: Okreslenie wptywu mikrobioty jelitowej
na aktywnos¢ estrogenowa/androgenowa wybranych zwigzkow
endokrynnie czynnych.

Aktywnos¢ endokrynng hodowli GM poddanych ekspozycji na BPs oceniono przy
uzyciu testow YES 1 YAS po 48 h hodowli z GM, poréwnujac ja do odpowiednich kontroli
abiotycznych, ktore stuzyty jako punkt odniesienia dla pomiarow aktywnosci estrogenowe;j
(Rysunek 10). Nie zaobserwowano zahamowania wzrostu komorek drozdzy przy
testowanych st¢zeniach BPs (5,5%107* —2,5%x1077 M). Przeprowadzone badania wykazaty,
ze BPs (BPA, BPS i BPF) dzialaly jako agoni$ci ludzkich ER, podczas gdy TMBPF nie
wykazywat aktywno$ci estrogenowej. W supernatantach po hodowli GM z BPs
zaobserwowano znaczacy spadek aktywnosci estrogenowej w poroéwnaniu z odpowiednimi
kontrolami abiotycznymi. W przypadku TMBPF nie stwierdzono aktywnosci estrogenowe;j
supernatantow po hodowli z GM. Uzyskane wyniki wykazaty znaczny wzrost EC» - okoto
83% dla BPS, 65% dla BPA i 44% dla BPF. Zaden z testowanych BPs nie wykazywat
dziatania jako agonista ludzkiego AR. Ponadto, w supernatantach po hodowli GM z BPs

nie wykryto aktywnosci androgenowe;.

Kontrola Abiotyczna BPA

Supernatant po hodowli GM z BPA

Kontrola Abiotyczna BPS

Supernatant po hodowli GM z BPS

Kontrola Abiotyczna BPF

Supernatant po hodowli GM z BPF

Kontrola Abiotyczna TMBPF
Supernatant po hodowli GM z TMBPF

Rysunek 10. Mapa cieplna aktywnosci endokrynnej uzyskana przy uzyciu testow YES i
YAS. Mapa cieplna prezentuje aktywnos$¢ endokryna BPA, BPS, BPF i TMBPF po 48 h
hodowli z GM. Kazda grupa eksperymentalna jest porownywana z odpowiednig grupa

kontroli abiotycznej, ktéra reprezentuje wyjsciowag aktywnos¢ endokrynng zwigzku.
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Aktywno$¢ estrogenowa i1 androgenowa prezentowana jest jako ECyo (M). Kolorystyka
wskazuje na nastepujagce wyniki: zielony dla braku efektu przy testowanych stezeniach,
z6Olty dla ECao znaczaco wyzszego niz w odpowiedniej kontroli abiotycznej, oraz

pomaranczowy dla EC» podobnego do odpowiedniej kontroli abiotyczne;j.

5.1.6. Ocena cytotoksycznosci supernatantéow po hodowli mikrobioty jelitowej (GM)

z bisfenolami (BPs)

ZADANIE BADAWCZE 6: Ocena wptywu mikrobioty jelitowej na
cytotoksyczno$ci wybranych zwiazkéw endokrynnie czynnych.

Przeprowadzono analiz¢ cytotoksyczno$ci zewnatrzkomdrkowych metabolitéw
GM po ekspozycji na BPs na lini¢ komérkowa Caco-2 stanowigca model nabtonka jelita
grubego. Aby wykluczy¢ wptyw sktadnikow pozywki mikrobiologicznej (SM) uzywanej
do hodowli GM na uzyskane wyniki, wybrano optymalne rozcienczenie SM w DMEM,
ktore nie wykazywato cytotoksycznosci wobec komorek. Stwierdzono, ze rozcienczenie
SM w stosunku 1:6 w DMEM nie wplywato na zywotno$¢ komorek Caco-2. Nastepnie
oceniono wyjsciowg cytotoksyczno$¢ BPs, wykorzystujac kontrole abiotyczne
przygotowane w SB, ktore przed dodaniem do hodowli Caco-2 zostaly rozcienczone 1:6 w
DMEM. Zaden z badanych BPs nie wykazywat istotnego wplywu na Zywotno$é komorek
(Rysunek 11b). Nastepnie zbadano wpltyw supernatantow po hodowli GM z BPs na
zywotnos¢ komorek Caco-2 w poréwnaniu do hodowli GM z etanolem (grupa kontrolna
rozpuszczalnika), aby zbada¢ potencjalne cytotoksyczne efekty metabolitéw powstatych
podczas hodowli z BPs (Rysunek 11c¢). Superanatnty uzyskane z hodowli GM po
ekspozycji na BPA (p < 0,001), BPF (p < 0,05) 1 TMBPF (p < 0,05) powodowaly istotne
obnizenie zywotnosci komorek. Najwigkszy spadek zaobserwowano w hodowlach GM po
ekspozycji na BPA, gdzie Zzywotno$¢ komorek zmniejszyta si¢ o prawie 30%, nastepnie o
okoto 24% w hodowlach eksponowanych na BPF i1 0 18% w hodowlach eksponowanych
na TMBPF. Metabolity hodowli GM po ekspozycji na BPS nie mialy istotnego wptywu na

zywotnos¢ komorek Caco-2.
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Rysunek 11. (a) Ocena optymalnego rozcienczenia medium mikrobiologicznego (SM) do
hodowli komérek Caco-2. Komorki Caco-2 byly inkubowane przez 48 h w medium SM
rozcienczonym w stosunkach 1:3, 1:6 oraz 1:10 w DMEM. (b) Ocena wyjsciowej
cytotoksycznosci BPs wykorzystujac kontrole abiotyczne rozcienczone 1:6 w DMEM (c)

Wptyw supernatantéw po hodowli GM z BPs na zywotno$¢ komoérek Caco-2.

5.2. Dyskusja wynikow z czesci nieopublikowanej

W niniejszej pracy zbadano wptyw BPs na ludzka GM pod katem zmian w jej sktadzie
taksonomicznym oraz funkcjach metabolicznych. W obliczu coraz bardziej restrykcyjnych
regulacji w zakresie stosowania BPA, substancje takie jak BPS, BPF i TMBPF sa
wprowadzane do przemystlu jako bezpieczniejsze alternatywy. Konieczna jest
kompleksowa ocena wplywu tego rodzaju substancji chemicznych na S$rodowisko 1
organizm czlowieka. Jednym z elementéw takiej oceny jest okreslenie, w jaki sposob
powyzsze zwigzki oddziatuja z GM i1 wptywaja na jej procesy metaboliczne. Zrozumienie
tych interakcji jest kluczowe dla oceny bezpieczenstwa i skutkow zdrowotnych zwigzanych

z zastgpowaniem BPA innymi BPs.

Wplyw BPs na GM

Uzyskane w ramach niniejszej pracy wyniki wykazaly, ze 48 h ekspozycja na BPs
istotnie wptyneta na strukture taksonomiczng GM. Dla a-r6znorodnosci, obserwowano

istotne obnizenie Efektywnego Bogactwa Mikrobiologicznego oraz Efektywnej Liczby
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Shannona w grupach poddanych ekspozycji na BPA i BPF, co wskazuje na redukcje
zaroOwno liczby gatunkow, jak 1 ich wzglednej obfitosci. Ekspozycja na BPS prowadzita
jedynie do zmniejszenia Efektywnej Liczby Shannona, sugerujac, ze mimo iz catkowita
liczba gatunkow nie zmniejszyta si¢ znaczaco, wzgledne obfitosci pewnych gatunkow
ulegty zmianie. Oznacza to ze, ekspozycja na BPS moze prowadzi¢ do dominacji pewnych
taksonéw, redukujagc rownomierno$¢, lub moze zmniejsza¢ wielko$¢ populacji kilku
taksondw bez ich eliminacji. Wyniki te kontrastuja z rezultatami uzyskanymi przez
Krause'a i in. (2022), ktorzy wykazali, ze ekspozycja na BPA, BPS i BPF nie miala
istotnego wptywu na a-réznorodnos¢ GM czlowieka przy zadnym z testowanych stezen
(2,3; 28,3; 354,0 ng/mL). Réznice w wynikach moga by¢ spowodowane odmiennoscia
metodologii, szczegodlnie czasem ekspozycji, ktéry w naszym badaniu wynosit 48 h, w
porownaniu do 24 h w badaniu Krause'a. Badania in vivo, przeprowadzone na szczurach
Sprague-Dawley, wykazaty, ze przedtuzona ekspozycja na BPA znaczaco zmniejszata o-
réznorodno$¢ GM (Zhao 1 in. 2022). Ponadto, zaobserwowano, ze dieta zawierajagca BPA
obniza réznorodno$¢ gatunkow, co skutkuje profilem GM poréwnywalnym do tego
obserwowanego przy diecie wysokottuszczowej (Lai i in., 2016). W przypadku analogow
BPA, dtugotrwata ekspozycja na BPS przez 154 dni oraz ekspozycja we wczesnym okresie
zycia myszy nie wykazata istotnego wplywu na a-ré6znorodnos¢ (Chi i in., 2024b; Gomez
1 in., 2021). U ryb z rodzaju danio, ekspozycja na BPS spowodowata niewielki wzrost
roznorodnosci wedlug indeksu Shannona, jednak catkowita liczba gatunkoéw pozostata
niezmieniona, w porownaniu do BPA i BPF, ktore nie wptyng¢ly istotnie na a-ré6znorodnosé
(Catroniin., 2019). Wang i in. (2018), uzywajac modelu przewodu pokarmowego SHIME,
zaobserwowali, ze ekspozycja na BPA zwigkszyta réznorodnos¢ GM wedlug indeksu
Shannona w jelicie wstepujacym 1 poprzecznym, jednak w jelicie zstepujacym
réznorodno$¢ ta uleglta zmniejszeniu. W niniejszej pracy wykorzystano probki katu jako
inokulum, co pozwala na lepsze odwzorowanie dolnego odcinka jelita. To moze ttumaczy¢
zbiezno$¢ naszych wynikow z obserwacjami Wang 1 in. (2018) dotyczacymi tego odcinka
przewodu pokarmowego. Zmniejszenie a-roznorodnosci GM po ekspozycji na BPs
zaobserwowane w pracy jest niepokojace, gdyz a-ré6znorodno$¢ jest $cisle powigzana ze
zdrowiem gospodarza. Obnizenie tego wskaznika jest obserwowane w rdéznego rodzaju
stanach chorobowych. Wysoka bior6znorodnos¢ GM jest kluczowa dla utrzymania
homeostazy jelitowej, a jej spadek moze by$ powigzany z indukcjg stanu zapalnego

organizmu i ryzykiem chordb zapalnych (Gong i in., 2016).
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W niniejszej pracy stwierdzono, ze ekspozycja na wszystkie badane BPs prowadzita
do zmian w B-r6znorodnosci GM. Wyrazne grupowanie 1 rozdzielenie grup
eksperymentalnych wskazuje, ze badane BPs w zr6znicowany sposob odziatywaty na
spoteczno$¢ GM. Te rdéznice moga wynika¢ z roéznej toksycznosci i specyficznych
mechanizmow dzialania poszczegolnych zwigzkow chemicznych. Na podstawie
przeprowadzonych badan wykazano, ze BPA mial najwi¢ckszy potencjal zaburzania
struktury taksonomicznej GM, po nim kolejno sklasyfikowano BPS i BPF. Wyrazny
negatywny wptyw BPA na GM mozna przypisa¢ wysokiej toksycznosci tego zwigzku
wobec komorek bakteryjnych, co prowadzi do inhibicji metabolizmu 1 redukcji aktywnosci
wzrostowej (Tian 1 in., 2022). TMBPF wykazal najmniejszy wptyw na B-r6znorodnos$¢.
Jego niska toksyczno$¢ moze potencjalnie wynika¢ z zaobserwowanego wysokiego
poziomu bioadsorpcji przez GM podczas hodowli in vitro. Uzyskane wyniki sg zgodne z
badaniami Krause i in. (2022), ktorzy takze prowadzili badania w modelu in vitro 1
wykazali podobne zaktocajace efekty ekspozycji na BPS i BPF na skfad spolecznosci GM,
przy czym BPA wywotal najbardziej znaczaca modyfikacjc GM. Co interesujace,
obserwowane zaburzenia w profilu GM wystapily jedynie przy wyzszych dawkach BPs,
wynoszacych 354 pg/mL, co jest porownywalne ze stezeniami uzytymi w niniejszej pracy
(Krause i in., 2022). Carton i in. (2019) wykazali, ze BPS charakteryzowat si¢ najbardziej
istotnym wplywem na spotecznos¢ GM u ryb z rodzaju danio, w poréwnaniu do BPA i
BPF. Roznice we wplywie BPs na profil taksonomiczny GM miedzy poszczegdlnymi
badaniami mogg wynikac¢ z zastosowania r6znych modeli badawczych, takich jak badania
in vivo versus in vitro, a takze z roznic gatunkowych w skltadzie GM.

Analiza PICRUSt2 sugeruje, ze BPA, BPF 1 BPS prawdopodobnie w wigkszym
stopniu beda wplywaly na szlaki metaboliczne GM niz TMBPF. Prognozy znajduja
potwierdzenie w uzyskanych wynikach dotyczacych wptywu BPs na profil
zewnatrzkomérkowych metabolitéw GM oraz produkcje¢ SCFAs. Obserwowane zmiany
mogg wynikac¢ z lizy komorek spowodowanej toksycznymi stezeniami BPs, jak rowniez z
zaburzen metabolizmu mikroorganizméw 1 odpowiedzi GM na stres (Krause 1 in., 2022;
Tian i in., 2022). Poniewaz metabolity mikrobiologiczne odgrywaja kluczowa role w
komunikacji migdzy GM a gospodarzem, zaobserwowane zmiany wymagaja dalszych
badan, aby zrozumie¢ ich potencjalny wplyw na organizm gospodarza (Agus 1 in., 2021).
Duan 1 in. (2021) wykazali, ze GM 0s6b z otyto$cig charakteryzuje si¢ zaburzeniami w
relatywnej obfitosci szlakakow metabolizmu weglowodandw i1 lipidow. Zgodnie z tymi

wynikami, w niniejszej pracy wykazano, ze BPA 1 BPS znaczaco zaburzaly szlaki
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metaboliczne wegglowodandw i lipidow. W przeciwienstwie do tego, BPF wptywat gtownie
na metabolizm lipidéw, a TMBPF przede wszystkim na metabolizm weglowodanow.
Biorac pod uwage, ze BPs sa uwazane za obesogeny, te wyniki sg szczegdlnie niepokojace
(Oliviero i in., 2022). W pracy wykazano rowniez, ze ekspozycja na BPs wplynela na
produkcje SCFAs, ktore nalezg do kluczowych metabolitow GM. SCFAs sg bezposrednio
wykorzystywane przez komorki nablonka jelitowego jako zrédlo energii, wspierajac
funkcjonowanie komoérek i wzmacniajac bariere jelitowa (Krause i in., 2022; Zhao i in.,
2024). SCFAs biorg rowniez udzial w wielu szlakach fizjologicznych, w tym w reakcjach
immunologicznych i endokrynnych oraz w komunikacji osi jelita-mozg (Portincasa 1 in.,
2022). Zaobserwowano najwyzszy spadek catkowitej produkcji SCFAs po ekspozycji na
BPA, a w mniejszym stopniu po ekspozycji na BPF i BPS. Ten wzorzec jest zgodny z
wynikami Krause i in. (2022), ktérzy rowniez odnotowali podobny wptyw tych zwigzkow
na poziomy SCFAs. Co interesujagce, TMBPF nie wptynat na produkcje SCFAs, co moze
wynika¢ z jego stosunkowo niskiej toksycznosci i odmiennego profilu toksykologicznego
w porownaniu do pozostalych BPs (Maffini i in., 2020; Soto i in., 2017). Zmiany w
stezeniach SCFAs, jak roéwniez w procentowym udziale poszczegdlnych kwasow,
wywotlane przez ekspozycje na BPs, moga potencjalnie negatywnie wptywaé na zdrowie
gospodarza. Zaburzenia poziomu SCFAs sa powigzane z patogeneza zaburzen
metabolicznych 1 watroby, w tym otytosci, cukrzycy typu 2 1 niealkoholowe;j
stluszczeniowej choroby watroby (D. Zhang 1 in., 2023). W przeciwienstwie do wynikow
niniejszej pracy, Schépe i in. (2017) nie odnotowali istotnych zmian w stezeniach SCFAs
po ekspozycji na BPS, uzywajac modelu SIHUMIx, co moze wynika¢ z zastosowania
znacznie nizszego stezenia (45 uM) w porownaniu do 1000 uM uzytego w niniejszej pracy.
Ta rozbiezno$¢ podkresla zalezne od stgzenia efekty BPs na produkcje SCFAs.

Gltoéwne SCFAs w jelicie to kwas octowy, propionowy i mastowy, ktore zazwyczaj
wystepuja w jelitach zdrowych ludzi w proporcji okoto 60:20:20 (den Besten 1 in., 2013a;
D. Zhang 1 in., 2023). Jednak w niniejszym badaniu stwierdzono, Ze grupa kontrolna
rozpuszczalnika, stosowana jako odniesienie, wykazywata inng proporcje, wynoszaca
30:15:56. To podkresla odmienne cechy metaboliczne GM hodowanej in vitro w
poréwnaniu z warunkami in vivo. Rozbiezno$¢ ta uwydatnia ograniczenia modelu hodowli
okresowej, w ktorym stosowanie jednego medium hodowlanego nie jest w stanie zapewnic
odpowiednich warunkéw do hodowli catej populacji GM, szczegdlnie dla niektérych
wymagajacych taksondw. Ponadto, w tym modelu moze dochodzi¢ do akumulacji

bakteryjnych metabolitow podczas procesu fermentacji, co réwniez moze zaburzaé
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strukture GM (den Besten i in., 2013b; Srednicka i in., 2023). W niniejszej pracy
ekspozycja GM na BPA 1 BPS prowadzita do obnizenia poziomu kwasu octowego, podczas
gdy poziom kwasu propionowego ulegl obnizeniu wylacznie po ekspozycji na BPA.
Natomiast poziom kwasu mastowego wykazal niewielki wzrost w grupie poddanej
ekspozycji na BPA. Kwas octowy 1 propionowy sg gtéwnie produkowane przez bakterie z
typu Bacteroidetes, natomiast bakterie z typu Firmicutes sg silniej zwigzane z produkcja
kwasu mastowego (Ramos Meyers i in., 2022). Uzyskane wyniki wykazaty istotny spadek
populacji Bacteroidetes w probkach GM po ekspozycji na BPA (>3,5 log), co
prawdopodobnie przyczynito si¢ do obnizenia poziomow kwasu octowego 1 propionowego.
Z kolei ekspozycja na BPS spowodowata mniej wyrazny spadek Bacteroidetes (< 1 log).
Funkcjonalna redundancja, powszechna w spotecznosci GM, sugeruje, ze zmiany w
sktadzie spoleczno$ci nie zawsze prowadzg do zaburzen funkcjonalnych (Chi i in., 2021).
Zaobserwowany wzrost poziomu kwasu mastowgo w hodowlach GM po ekzpozycji na
BPA moze by¢ zwigzany z wigkszg wzgledna obfitoscig bakterii z typu Firmicutes, takich
jak Coporococcus, Fusicatenibacter, Subdoligranulum, Faecalibacterium, Dorea oraz
niezidentyfikowane bakterie z rodziny Lachnospiraceae (Singh i in., 2023; Zhang i in.,
2023). Li i in. (2020) oraz Reddivari i in. (2017) rowniez zaobserowowali obnizenie
poziomow kwasow octowego 1 propionowego w hodowlach GM po ekspozycji na BPA.
Natomiast w przeciwienstwie do ich badan, w niniejszej pracy nie zaobserwowano redukcji
poziomu kwasu mastowego.

Oproécz gtéwnych SCFAs, GM produkuje mniejsze ilosci rozgalezionych kwasow
tluszczowych (ang. branched-chain fatty acids, BCFA), takich jak kwas izomastowy i
izowalerianowy. BCFA oraz kwas walerianowy powstajag gtownie podczas fermentacji
aminokwasow rozgalezionych (waliny, leucyny 1 izoleucyny), przede wszystkim przez
bakterie z rodzaju Bacteroides 1 Clostridium (Rios-Covian i in., 2020). W niniejszej pracy
stwierdzono, Ze ekspozycja GM na BPA, BPS i BPF obnizyla poziomy kwasu
walerianowego, natomiast wszystkie testowane BPs obnizaty produkcje kwasow
izowalerianowego 1 izomastowego. Sekwencjonowanie 16S rDNA ujawnito znaczne
zmniejszenie liczebno$ci rodzajéow bakterii po ekspozycji na BPs, co potwierdza
zaobserwowane zmiany w produkcji BCFA.

SCFAs dzialajg jako ligandy dla specyficznych receptorow btonowych, takich jak
FFAR2, FFAR3, GPR109a 1 OIfr78, ktore ulegaja ekspresji w calym przewodzie
pokarmowym (Priyadarshini i in., 2018; Zhang 1 in., 2023). FFAR2 wykazuje najwyzsze

powinowactwo do kwasu octowego (C2) i propionowego (C3), ale wykazuje nizsze
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powinowactwo do kwasu mastowego (C4) i walerianowego (C5) (Zhang i in., 2023).
Aktywacja FFAR2 przez SCFAs, w gtownej mierze przez octan i propionian, odgrywa
kluczowa role w modulacji metabolizmu lipidow oraz w zwigkszeniu wydzielania PYY,
GLP-1, hormondéw regulujacych sytos¢ i wydzielanie insuliny (Chambers i in., 2015). W
zwiazku z tym obnizenie produkcji SCFAs przez GM spowodowane ekspozycja na BPs
moze potencjalnie prowadzi¢ do zaburzen sygnalizacji metabolicznej 1 w efekcie
oddzialywa¢ na sygnalizacje odczuwania glodu oraz syto$ci. W modelach zwierzecych i
badaniach na ludziach wykazano, ze kwasy octowy, propionowy i mastowy wykazuja
wlasciwosci przeciwotytosciowe, a ich suplementacja w diecie wysokotluszczowej
poprawiata wrazliwos$¢ na insuling 1 chronita przed przyrostem masy ciata w badaniach na

zwierzetach (Heimann i in., 2016).

Poprzez zrealizowanie zadan badawczych 2. 3 zrealizowano cel 1 oraz potwierdzono

hipoteze [H1]: Zwiazki endokrynnie czynne prowadza do zaburzenia struktury

taksonomicznej i profilu metabolicznego mikrobioty jelitowej.

Elminacja BPs w hodowlach GM

W niniejszej pracy stwierdzono istotne zmniejszenie st¢zen BPA, BPF, BPS i
TMBPF w supernatantach po hodowli GM z BPs. Natomiast nie odnotowano obnizenia
stezen BPs po homogenizacji catej hodowli, co moze wynika¢ z bioadsorpcji BPs przez
bakterie. Niektore gatunki bakterii mogg bezposrednio wigza¢ okre§lone ksenobiotyki do
swoich §cian komoérkowych, usuwajac je z roztworu (Srednicka i in., 2021). Adsorpcja
fizyczna jest odwracalnym 1 metabolicznie pasywnym procesem w ktorym biorg zardwno
z zywe, jak 1 martwe komorkami mikroorganizmow (Feng 1 in., 2018; Zoghi i in., 2014a).
W kilku badaniach wykazano, ze bakterie LAB moga wigza¢ BPA z r6zna szybkoscig 1
efektywnoscia (Endo 1 in., 2007; Lee 1 in., 2023; Solouki i in., 2018; Zhu 1 in., 2017).
Hydrofobowo$¢ ksenobiotykow jest kluczowym parametrem wplywajacym na
efektywnos¢ wigzania tych zwigzkow do $ciany komorkowej bakterii (Solouki 1 in., 2018).
TMBPF byl najbardziej hydrofobowym sposrdéd wszystkich badanych BPs, z wartoscia
LogP wynoszaca 4,03, zgodnie z danymi SwissADME (Bugnon i in., 2024; Grosdidier 1
in., 2011). Zwigkszona hydrofobowos¢ tego zwigzku moze by¢ przypisana czterem grupom
metylowym przylagczonym do jego pierscieni fenolowych. W niniejszej pracy
zaobserwowano najwyzsza absorpcj¢ przez komorki bakteryjne w grupie TMBPF, z

wskaznikiem absorpcji wynoszacym 89%, prawdopodobnie ze wzgledu na hydrofobowy
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charakter tego zwigzku. Przy klasyfikacji BPs na podstawie ich wartosci LogP, kolejnos¢
od najbardziej do najmniej hydrofobowego jest nastepujgca: TMBPF > BPA > BPF > BPS,
co odpowiada zaobserwowanym wskaznikom adsorpcji w naszym badaniu. BPS jest
najbardziej hydrofilowym BPs, poniewaz zawiera polarny mostek sulfonylowy w
poréwnaniu do bardziej hydrofobowych struktur BPA 1 BPF (Reininger i Oehlmann,
2024).

W niniejszej pracy nie zaobserwowano biodegradacji BPs przez GM. Wigkszo$¢
mikroorganizméw nie posiada odpowiednich enzyméw zdolnych do biodegradacji
ksenobiotykow (Dhugonski, 2016). Niemniej jednak, kilka prac wykazato zdolno$¢ do
biodegradacji BPA przez szczepy bakterii, ktore wystgpuja rowniez w skladzie GM, takich
jak Lacticaseibacillus rhamnosus (dawniej Lactobacillus reuteri) (Ju 1 in., 2019),
Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Lactiplantibacillus plantarum (dawniej Lactobacillus
plantarum), Enterococcus faecalis (Kyrila i in., 2021). Mikrobiologiczna degradacja BPA
prowadzi do powstania metabolitow, takich jak hydrochinon, 4-hydroksyacetofenon, kwas
4-hydroksybenzoesowy i 4-izopropenylfenol (Kyrila i in., 2021). Jednakze w naturalnych
warunkach, EDCs i inne ksenobiotyki sg trudno biodegradowalne, poniewaz wigkszo$¢ z
nich ma niska rozpuszczalno$¢ w wodzie co utrudnia ich transport do wnetrza komoérek
(Dlugonski, 2016). Zgodnie z danymi SwissADME, BPA, BPF i TMBPF byty
umiarkowanie rozpuszczalne z logS < -4, podczas gdy jedynie BPS byl rozpuszczalny z
logS < -2. Ponadto, mikroorganizmy preferuja wykorzystanie prostych zwigzkow
organicznych jako Zrédto wegla i energii, gdy sa one obecne w $rodowisku, zamiast
ksenobiotykow o zlozonych strukturach chemicznych (Dlugonski, 2016). Ta preferencja
jest szczegolnie widoczna w Srodowisku GI, gdzie bakterie glownie opieraja si¢ na
niestrawionych substratach pokarmowych w gornym odcinku przewodu (Rowland 1 in.,
2018) oraz w hodowlach in vitro wykorzystujacych bogate pozywki mikrobiologiczne.
Gtéwnym zrodtem wegla w tych pozywkach jest czesto glukoza, jak to miato miejsce w
przypadku pozywki SM uzywanej w niniejszej pracy (Srednicka i in., 2023).
Mikroorganizmy preferuja naturalne zwigzki organiczne, ktore moga by¢ latwo
transportowane do komoérek 1 sa bezposrednio zaangazowane w glowne szlaki

metaboliczne (Dtugonski, 2016).

Poprzez zrealizowanie zadania badawczego 4., czesciowo zrealizowano cel 2 i

potwierdzono hipoteze [H2]: Mikrobiota jelitowa posiada zdolno$¢ do eliminacii

zwiazkow endokrynnie czynnych.
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Wplyw GM na aktywno$¢ endokrynng BPs

W przeprowadzonych badaniach BPA, BPS 1 BPF dziataty jako agonisci ER, z
wyjatkiem TMBPF, co jest zgodne z wynikami opublikowanymi przez innych autoréw
(Kitamura, 2005; Kojima i in., 2019; Ruan 1 in., 2015). Efekty endokrynne BPs sa
przypisywane ich strukturalnemu podobienstwu do endogennego hormonu 17-B-estradiolu.
Zdolnos¢ do wigzania si¢ BPs z ER wynika z obecnosci dwdch grup hydroksylowych w
pozycji para oraz hydrofobowego charakteru tych zwigzkdéw, co pozwala im na doktadne
dopasowanie si¢ do kieszeni wigzacej ER. Skuteczno$¢ (ang. efficacy) dzialania
estrogenowego trzech BPs, sklasyfikowana jako BPF > BPA > BPS, jest zgodna z
ustaleniami Reiningera i Oehlmanna (2024). W przeciwienstwie do innych BPs,
wczesniejsze badania (Maffini i in., 2020; Soto i in., 2017) wykazaly, ze TMBPF nie
posiada aktywnosci estrogennej, co jest zgodne z otrzymanymi wynikami. Brak dziatania
estrogennego TMBPF wynika prawdopodobnie z obecno$ci grup metylowych blisko grup
hydroksylowych, ktore sa obecne w strukturze BPF. Grupy metylowe moga potencjalnie
chroni¢ grupy hydroksylowe przed interakcja z ER. Dodatkowo, struktura TMBPF zawiera
mostek metylenowy, ktory zapewnia ograniczong elastyczno$¢, co moze dodatkowo
utrudnia¢ jego zdolno$¢ do wigzania si¢ z receptorem (Soto i in., 2017). W naszym badaniu
zaobserwowano znaczacy spadek aktywnosci estrogenowej wszystkich BPs, ktore byly
agonistami ER, po hodowli z GM. W przypadku BPA, BPS i BPF spadek aktywnosci
estrogennej wigzat si¢ z czeSciowa adsorpcja tych zwigzkoéw przez komorki bakteryjne, co
moze cze$ciowo wyjasnia¢ zmniejszong aktywno$¢ estrogenowa. Wigzanie EDCs do $cian
komorkowych bakterii zmniejszatoby ich dostgpnos¢ biologiczna, a tym samym obnizalo
estrogenng aktywnos$¢ supernatantu po hodowli (Hernandez-Mendoza i in., 2022; Shao i
in., 2022). Zgodnie z literaturg, BPA, BPS, BPF 1 TMBPF nie dziataty jako agonisci
wzgledem AR (Dvorakova i in., 2018; Park 1 in., 2024; Reininger i Oehlmann, 2024).
Ponadto, w supernatantach po hodowli z GM z BPs réwniez nie stwierdzono aktywnosci

androgenne;.
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Wplyw metabolitéw GM po ekspozycji na BPs na komorki nablonka jelita

Inkubacja komorek Caco-2 z supernatantami po hodowli GM z BPA, BPF i TMBPF
prowadzita do zmniejszenia ich zywotnosci, podczas supernatant po hodowli GM z BPS
nie wptywat na ich zywotno$¢. W zwigzku z tym, ze w niniejszym badaniu nie stwierdzono
biotransformacji BPs przez GM, obserwowane obnizenie zywotnosci komoérek mozna
prawdopodobnie przypisa¢ dzialaniu metabolitow wytworzonych przez GM, ale nie
bedacych bezposrednio pochodnym BPs. Wykazano, ze badane BPs znaczaco wptywaja
na profil metabolitow GM, powodujac zaréwno wzrost, jak i obnizenie poziomoéw
poszczegbdlnych metabolitow. Warto podkresli¢, ze zaobserwowano wyrazny spadek
produkcji SCFAs pod wptywem ekspozycji na BPs, ktory wystgpowat rowniez w grupie
po ekspozycji na BPS. Fakt, ze ekspozycja na BPS nie wplywa na zywotno$¢ komorek
Caco-2, w przeciwienstwie do BPA, BPF i TMBPF, sugeruje, ze metabolity wytwarzane
w odpowiedzi na ekspozycje na BPS sa prawdopodobnie nietoksyczne, mniej szkodliwe
lub moga mie¢ nawet dziatanie ochronne badz neutralne w poréwnaniu do metabolitow
powstajacych w odpowiedzi na pozostate BPs. Wiele badan, takich jak te przeprowadzone
przez Braniste i in. (2011), Reddivari i in. (2017) oraz H. Zhang i in. (2024), wskazuje na
negatywny wplyw BPA na funkcjonowanie jelit w modelach in vivo. W niniejszym badaniu
BPs bezposrednio nie wykazywaty cytotoksycznego dziatania na komorki Caco-2 in vitro,
nawet przy wysokich stezeniach. Natomiast supernatanty po hodowli GM eksponowanej
na BPs znaczaco obnizaly zywotno$¢ komorek, co sugeruje, ze posrednie mechanizmy —
takie jak metabolity produkowane przez GM — moga odgrywac kluczowa role w
toksycznosci BPs wobec jelit. Badania Zhang 1 in. (2024) wykazaty, ze BPA wywoluje
zmiany w metabolitach GM, w tym zwig¢kszone poziomy LPS w okreznicy oraz
zmniejszone poziomy SCFAs, takich jak octan, izomaslan, maslan i propionian. Zmiany te
byly powiazane z uszkodzeniami jelit i tozyska u cigzarnych owiec. Co wigcej,
transplantacja mikrobioty owiec eksponowanych na BPA do myszy pozbawionych
mikrobioty wywotata podobne skutki, co silnie sugeruje, ze GM oraz ich metabolity moga
by¢ odpowiedzialne za apoptoze, stres oksydacyjny 1 stres retikulum endoplazmatycznego
w jelitach 1 tozysku w odpowiedzi na ekspozycje na BPA. Podobne wyniki uzyskano w
badaniach nad krolikami, gdzie perinatalna ekspozycja na BPA zmienita profil GM 1 ich
metabolitow, prowadzac do zapalenia jelit 1 watroby, zwiekszonej przepuszczalnosci jelit
oraz podwyzszonych pozioméw LPS w surowicy potomstwa. Obserwowano roOwniez
zmniejszenie réznorodno$ci GM oraz obnizone poziomy SCFAs. Co istotne, suplementacja

SCFAs ztagodzita indukowang przez BPA przepuszczalno$¢ jelit in vitro, co wskazuje, ze
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zmiany w profilu metabolitow GM mogg odgrywac¢ kluczowag role w wywotywaniu
niekorzystnych skutkow zdrowotnych zwigzanych z ekspozycja na BPA (Reddivari i in.,
2017). Zaréwno nasze wyniki, jak i te uzyskane przez Reddivari i in. (2017) i Zhang i in.
(2024) wskazuja, ze bezposrednia ekspozycja komorek na BPs nie oddaje pelnego obrazu
toksycznos$ci obserwowanej w modelach in vivo. Kluczowa role w tych efektach moga
odgrywa¢ metabolity wytwarzane przez mikrobiote, ktore posredniczg w toksycznych

skutkach ekspozycji na BPs.

Poprzez zrealizowanie zadania badawczego 5 1 6. cze$ciowo zrealizowano cel 2 1

potwierdzono hipoteze [H3]: Mikrobiota jelitowa modyfikuje aktywnosé biologiczna

zwiazkOw endokrynnie czynnych, wplywajac na ich cytotoksyczno$é oraz potencijal

endokrynny.
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6. STWIERDZENIA I WNIOSKI

Do osiggniecia celow badawczych pracy doktorskiej, postawiono trzy hipotezy badawcze,

ktore zostaty zweryfikowane poprzez realizacje szesciu zadan badawczych. Na podstawie

uzyskanych wynikéw oraz ich analizy sformulowano nastepujace stwierdzenia i wnioski

koncowe:

1.

Zastosowanie podtoza SM wzbogaconego o 5% krwi owczej 1 1,5 mg/L witaminy
K3 do hodowli GM umozliwitlo zachowanie najwyzszej réznorodno$¢ oraz
aktywnos$ci metabolicznej GM oraz znaczaco wzbogacilo szlaki degradacji
ksenobiotykow; podtoze SM zostalo wybrane do realizacji kolejnego etapu badan.
BPA, BPS i BPF istotnie wptywaja na profil taksonomiczny 1 metaboliczny GM,
szczegblnie w kontekscie produkeji SCFAs.

TMBPF wywiera mniej nasilone efekty na sktad taksonomiczny GM oraz profil
metabolitow w porownaniu do BPA, BPS i BPF, co wskazuje, ze moze by¢
bezpieczniejszg alternatywa dla innych BPs.

GM posiada potencjat do bioadsorpcji BPA, BPS, BPF i1 TMBPF, przy czym
stopien bioadsorpcji tych zwigzkéw wzrasta wraz z ich hydrofobowoscig, co
odpowiada kolejnosci: TMBPF > BPA > BPS > BPF.

GM posiada potencjat do obnizenia aktywnos$ci estrogenowej BPs, co wskazuje na
potencjalng role GM w minimalizowaniu dziatania endokrynnego tych zwigzkow.
Podczas hodowli GM z BPA, BPF i TMBPF powstajg metabolity, ktore negatywnie

wplywaja na zywotnos¢ komorek nabtonka jelitowego.
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ANEKS

Tabela Al. Wyniki analizy PICRUSt przewidywanych szlakow funkcjonalnych GM po

ekspozycji na BPA. Do identyfikacji r6znic w obfitosci szlakow Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes (KEGG) zastosowano analiz¢ LinDA przy uzyciu pakietu ggpicrust2

(P <0,05). Przedstawiono wybrane szlaki o najwyzszym poziomie istotnos$ci statystyczne;j.

Szlak KEGG Wartos¢ p Nazwa szlaku Klasa szlaku
Przetwarzanie informacji o
ko04020 1.89E-15 Szlak sygnalizacji wapniowej srodowisku; Transdukcja
sygnatu
Biosynteza neomycyny, Metabolizm; Biosynteza
ko00524 7.17E-30 Y ) i ) ) Y
kanamycyny i gentamycyny innych metabolitow wtérnych
. Metabolizm; Biosynteza
ko00521 6.62E-15 Biosynteza streptomycyny ) )
innych metabolitow wtornych
) . Metabolizm; Biosynteza
ko00940 1.76E-12 Biosynteza fenylopropanoidow )
innych metabolitow wtornych
Biosynteza flawonow i Metabolizm; Biosynteza
ko00944 6.84E-12 ) ) )
flawonoli innych metabolitow wtornych
Wzajemne konwersje pentozy i Metabolizm; Metabolizm
ko00040 4.37E-19 )
glukuronianu weglowodanoéw
) Metabolizm; Metabolizm
ko00052 7.06E-16 Metabolizm galaktozy
weglowodanoéw
) ] Metabolizm; Metabolizm
ko00562 3.37E-13 Metabolizm fosforanu inozytolu
weglowodanoéw
Metabolizm; Metabolizm
ko00051 1.08E-11 Metabolizm fruktozy i mannozy
weglowodanoéw
o ) ) Metabolizm; Biosynteza i
ko00531 7.39E-36 Degradacja glikozaminoglikanu _ )
metabolizm glikanow
o ) Metabolizm; Biosynteza i
ko00511 1.98E-33 Degradacja innych glikanow )
metabolizm glikanow
Biosynteza glikosfingolipidow - Metabolizm; Biosynteza i
ko00603 6.85E-32 ) o _ )
serie globo i isoglobo metabolizm glikanow
Biosynteza glikosfingolipidow - Metabolizm; Biosynteza i
ko00604 5.58E-28

seria ganglio

197

metabolizm glikanow



Szlak KEGG Wartos¢ p Nazwa szlaku Klasa szlaku
) o Metabolizm; Metabolizm
ko00600 4.50E-27 Metabolizm sfingolipidow o
lipidow
Wtérna biosynteza kwasow Metabolizm; Metabolizm
ko00121 6.89E-24 _ o
z6tciowych lipidow
. ) Metabolizm; Metabolizm
ko00785 3.56E-24 Metabolizm kwasu liponowego o
kofaktoréw i witamin
Biosynteza ubichinonu i innych Metabolizm; Metabolizm
ko00130 2.37E-14 _ o o
terpenoidéw i chinonow kofaktorow i witamin
] Metabolizm; Ksenobiotyki,
k000362 6.00E-15 Degradacja benzoesanu _ o i
biodegradacja i metabolizm
) Metabolizm; Ksenobiotyki,
ko00623 2.78E-12 Degradacja toluenu . o i
biodegradacja i metabolizm
_ . Metabolizm; Ksenobiotyki,
ko00627 1.75E-11 Degradacja aminobenzoesanu

biodegradacja i metabolizm

Tabela A2. Wyniki analizy PICRUSt przewidywanych szlakéw funkcjonalnych GM po
ekspozycji na BPS. Do identyfikacji r6znic w obfitosci szlakow Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) zastosowano analiz¢ LinDA przy uzyciu pakietu ggpicrust2
(» <0,05). Przedstawiono wybrane szlaki o najwyzszym poziomie istotnos$ci statystycznej.

Szlak KEGG Wartos¢é p Nazwa szlaku Klasa szlaku
k000311 1.17E-14 Biosynteza penicyliny i . Metabolizm; .Brlosynt’eza
cefalosporyny innych metabolitow wtdrnych
1000944 1 05E-12 Biosynteza ﬂawpnow i . Metabolizm; .Brlosyn‘feza
flawonoli innych metabolitow wtdrnych
k600524 133E-12 Biosynteza neomycyny, _ Metabolizm; _Eilosyn‘feza
kanamycyny i gentamycyny  innych metabolitéw wtdrnych
k000040 3.55E-17 Wzaj emne konwe@e pentozy Metabolizm; Metatbohzm
i glukuronianu weglowodandow
k000052 5.43E-11 Metabolizm galaktozy Metabolizm; Metabolizm
weglowodanow
k600051 1.07E-09 Metabolizm fruktozy i Metabolizm; Meta}bohzm
mannozy weglowodandw
000603 5 83E-19 Blosynte.za gllkogﬂngollpldow Metabohzm; Blo.synt’eza 1
- serie globo i isoglobo metabolizm glikanow
.. o Metabolizm; Biosynteza i
ko00511 6.09E-19 Degradacja innych glikanow metabolizm glikanéw
k000531 1 34E-13 ' Degrgdaqja Metabohzm; Blo'synt’eza 1
glikozaminoglikanu metabolizm glikanéw
k000600 7.23E-16 Metabolizm sfingolipidow Metabolizmm; Metabolizm
lipidow
k000121 1.67E-10 Blosynteg% w'tornych kwasow Metabohz'm.; Metabohzm
z6kciowych lipidow

198



Szlak KEGG

Wartosé p Nazwa szlaku

Klasa szlaku

ko00130

ko00785

ko00830

ko00623

ko00362

ko00980

ko00982

2.22E-15 innych terpenoidow i
chinonow
1.20E-13 Mete.tbohzm kwasu
liponowego
4.90E-12 Metabolizm retinolu
1.51E-11 Degradacja toluenu
4.86E-11 Degradacja benzoesanu
1.82E-10 przez cytochrom P450
1 82E-10 Metabolizm lekow -

Biosynteza ubichinonu i

cytochrom P450

Metabolizm; Metabolizm
kofaktoréw 1 witamin

Metabolizm; Metabolizm
kofaktoréw 1 witamin
Metabolizm; Metabolizm
kofaktoréw 1 witamin
Metabolizm; Ksenobiotyki,
biodegradacja i metabolizm
Metabolizm; Ksenobiotyki,
biodegradacja i metabolizm

Metabolizm ksenobiotykoéw Metabolizm; Ksenobiotyki,

biodegradacja i metabolizm
Metabolizm; Ksenobiotyki,
biodegradacja i metabolizm

Tabela A3. Wyniki analizy PICRUSt przewidywanych szlakéw funkcjonalnych GM po
ekspozycji na BPF. Do identyfikacji réznic w obfitosci szlakow Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) zastosowano analize LinDA przy uzyciu pakietu ggpicrust2
(p <0,05). Przedstawiono wybrane szlaki o najwyzszym poziomie istotnosci statystyczne;j.

Szlak

KEGG Wartos¢ p Nazwa szlaku Klasa szlaku
ko00360 1.67E-12 Metabolizm fenyloalaniny Metaboh'zm; Met’a bolizm
aminokwasow
Biosvnteza flawonow i Metabolizm; Biosynteza
k000944 7.04E-16 Y . innych metabolitow
flawonoli ,
wtornych
Biosvnteza neomyev Metabolizm; Biosynteza
k000524 5.11E-14 kanamyc o tgmy Cy’n innych metabolitow
yeyny i g yeyny wtornych
Biosvnteza penicvliny i Metabolizm; Biosynteza
k000311 1.09E-12 Ze falospo yuny innych metabolitow
poryny wtornych
ko00531 4.03E-26 Degradacja glikozaminoglikanu Metabollzm; qusyntf:za !
metabolizm glikanoéw
ko00511 6.24E-26 Degradacja innych glikanow Metabollzm; Blo.synt’eza !
metabolizm glikanow
k000603 451E-20 Blosynte?za gllkogf"mgohpldow - Metabollzm; qusyntf:za 1
serie globo i isoglobo metabolizm glikanow
. . . . Metabolizm; Biosynteza i
ko00540 1.31E-18 Biosynteza lipopolisacharydow metabolizm glikanéw
k000604 3 35E-16 Biosynteza gllkosﬁngollpldow - Metabollzm; qusyntf:za 1
seria ganglio metabolizm glikanow
k000600 1.56E-17 Metabolizm sfingolipidow ~ Metabolizm; Metabolizm
lipidow
k000121 8 18E-15 Blosyntez‘a, WFomych kwasow Metabohzm; Metabohzm
z6kciowych lipidow
k000130 2 50E-23 Biosynteza ubichinonu i innych ~ Metabolizm; Metabolizm

terpenoidow i chinonow
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Szlak

KEGG Wartos¢ p Nazwa szlaku Klasa szlaku
ko00785 3.71E-23 Metabolizm kwasu liponowego Metabohzgl; Metg b01¥zm
kofaktoréw 1 witamin
ko00830  4.96E-19 Metabolizm retinolu Metabolizin; Metabolizm
kofaktoréw i witamin
Biosynteza peptydow L .
ko01053 4.93E-17 nierybosomalnych z grupy Metabthzm,. Met'abohzyn
. . terpenoidow i poliketydow
sideroforowej
k000623 1.29E-18 Degradacja toluenu Metabolizm; Ksenobiotyki,
biodegradacja i metabolizm
Metabolizm ksenobiotykow Metabolizm; Ksenobiotyki,
ko00980 1.OOE-135 przez cytochrom P450 biodegradacja i metabolizm
Metabolizm lekéw - cytochrom  Metabolizm; Ksenobiotyki,
k000982 1.00E-15 P450 biodegradacja i metabolizm

Tabela A4. Wyniki analizy PICRUSt przewidywanych szlakéw funkcjonalnych GM po
ekspozycji na TMBPF. Do identyfikacji réznic w obfitosci szlakow Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG) zastosowano analiz¢ LinDA przy uzyciu pakietu
ggpicrust2 (p < 0,05). Przedstawiono wybrane szlaki o najwyzszym poziomie istotnosci

statystyczne;j.

Szlak KEGG  Wartosé p

Nazwa szlaku

Klasa szlaku

ko00940 1.43E-09
ko00524 1.67E-08
ko00521 3.89E-05
ko00944 0.00011189
ko00040 5.21E-12
ko00052 8.77E-09
ko00051 2.51E-07
ko00520 5.53E-05
ko00511 4.70E-22
ko00603 1.16E-20
ko00531 2.81E-15
ko00604 2.80E-08
ko00600 1.26E-18

Biosynteza fenylopropanoidéw

Biosynteza neomycyny,
kanamycyny 1 gentamycyny

Biosynteza streptomycyny

Biosynteza flawonow i
flawonoli
Wzajemne konwersje pentozy i
glukuronianu

Metabolizm galaktozy

Metabolizm fruktozy i
mannozy
Metabolizm aminokwasow 1
cukréw nukleotydowych

Degradacja innych glikanow

Biosynteza glikosfingolipidéw
- serie globo 1 isoglobo
Degradacja
glikozaminoglikanu
Biosynteza glikosfingolipidow
- seria ganglio

Metabolizm sfingolipidow
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Metabolizm; Biosynteza
innych metabolitow wtérnych
Metabolizm; Biosynteza
innych metabolitow wtérnych
Metabolizm; Biosynteza
innych metabolitow wtérnych
Metabolizm; Biosynteza
innych metabolitow wtérnych
Metabolizm; Metabolizm
weglowodanow
Metabolizm; Metabolizm
weglowodanow
Metabolizm; Metabolizm
weglowodanow
Metabolizm; Metabolizm
weglowodanow
Metabolizm; Biosynteza i
metabolizm glikanow
Metabolizm; Biosynteza i
metabolizm glikanow
Metabolizm; Biosynteza 1
metabolizm glikanéw
Metabolizm; Biosynteza 1
metabolizm glikanéw
Metabolizm; Metabolizm
lipidow



Szlak KEGG  Wartos¢ p Nazwa szlaku Klasa szlaku

k000121 1 04E-07 Blosyntez'a’ chornych kwasow Metabohz'm'; Metabohzm
z6lciowych lipidow
ko00785 1.36E-10  Metabolizm kwasu liponowego Metabohzl}q; Met?l bol_lzm
kofaktoréw i witamin
Biosynteza ubichinonu 1 . .
ko00130  7.93E-08 innych terpenoidow i Metabolizm; Metabolizm
o kofaktoréw i witamin
chinonéw
k00830 1.94E-06 Metabolizm retinolu Metabolizm; Metabolizm
kofaktorow 1 witamin
1000460 3.06E-06 . Metabohzm ’ M'etabollzm;' Metabo}lzm
cyjanoaminokwasow innych aminokwasow
1000440 2 09E-05 Metabolizm fosff)nlanow 1 Metabollzm% Metabo}lzm
fosfinianow innych aminokwasow
ko00362 5.60E-09 Degradacja benzoesanu Metabolizm; Ksenobiotyki,

biodegradacja i metabolizm
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Zatacznik Nr 7 do Regulaminu Komisji Etyki Badan Naukowych z Udziatem Ludzi dziatajacej
przy Instytucie Nauk o Zywieniu Cztowieka SGGW
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przy Instytucie Nauk o Zywieniu Czlowieka SGGW

UCHWALA KOMISJI ETYKI BADAN NAUKOWYCH Z UDZIALEM
LUDZI przy Instytucie Nauk o Zywieniu Czlowieka SGGW w sprawie
zgodnosci projektu badania naukowego z zasadami etyki z

dnia 19.07.2021
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