Metyloparaben (MeP) jest popularng substancja konserwujaca leki, zywnos¢, produkty
higieny osobistej i kosmetyki. Jednak bezpieczenstwo stosowania MeP budzi kontrowersje
zarowno wsrod naukowcdow, jak i konsumentow. Szczegolnie niepokojace sa dane, w ktorych
podkresla si¢, ze MeP moze wykazywaé potencjat ksenoestrogenowy. Zwigzek ten jest
absorbowany z konserwowanych nim produktow do krwioobiegu, przez co moze wplywaé
na obecne w naczyniach krwionosnych komorki immunologiczne, takie jak neutrofile.

Celem pracy doktorskiej bylo zbadanie (I) jaki jest potencjalny poziom wrazliwosci
ludzkich neutrofilow na MeP, (II) czy narazenie MeP (szczegolnie w stezeniu odpowiadajagcym
sredniemu  ste¢zeniu tego parabenu w krwioobiegu o0séb stosujacych produkty nim
konserwowane) wptywa na funkcje 1 aktywno$ci neutrofilow oraz (III) czy mechanizm
dzialania badanego parabenu obejmuje modulacje ekspresji ERa i ERP oraz regulacje
klasycznej $ciezki szlaku sygnalizacyjnego NF-«xB.

Materiatem do badan byty pobrane od 45 dobrowolnych dawcow krwi neutrofile, poddane
30-minutowej lub 20-godzinnej inkubacji ze wzrastajagcym stezeniem MeP (0.06 uM, 0.8 uM,
10 uM i 20 uM). Wykorzystujac test MTT zbadano cytotoksyczny wptyw MeP na neutrofile.
Stosujac komore Boydena oraz test z lateksem wg. Parka oceniono zdolno$¢ komorek
do chemotaksji i fagocytozy. Zdolno$¢ komorek do zabijania zaleznego od tlenu poddano
ocenie za pomoca testu pochtaniania i redukcji NBT oraz testu redukcji Cytochromu-C. W celu
sprawdzenia roli szlaku NF-kB oraz receptoréw estrogenowych o/f (ERo/B) w komorkach
inkubowanych z MeP (0.06 uM) neutrofile pre-inkubowano przez 60 minut z inhibitorem
szlaku NF-kB (PDTC) i/lub antagonista ERa/p (IClI 178.720). Nastgpnie, w lizatach
komorkowych, we frakcji cytoplazmatycznej i frakcji jadrowej neutrofilow oceniono ekspresje
INOS, p-IKKa/B, p65 NF-kB, ERa.i ERB metodg western blot. W supernatantach hodowlanych,
metodg posrednia wg. reakcji Griess’a oznaczono calkowite stezenie NO, natomiast
wykorzystujac metod¢ ELISA zmierzono stezenie IL-8.

W przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano cytotoksycznego wplywu MeP
na ludzkie neutrofile. 30-minutowa ekspozycja komorek na paraben w stg¢zeniu 10 uM 120 uM
obnizala zdolno$¢ neutrofilow w zakresie badanych funkcji z wyjatkiem produkcji NO.
Zaobserwowano obnizong aktywno$¢ oksydazy NADPH w neutrofilach inkubowanych z MeP
(0.8 uM), jak réwniez obnizenie generacji anionorodnika ponadtlenkowego przez komorki
inkubowane z MeP w stezeniu 0.06 uM i 0.8 uM. 20-godzinna inkubacja z MeP nie wptywata
na wydzielanie IL-8 przez neutrofile, ale prowadzita do obnizenia produkcji NO z udziatem
iINOS. Ekspozycja na MeP, nasilata ekspresje p-IKKo/f, ekspresji p65 NF-«xB i ERa,
ale nie ERP w lizatach komérkowych. W neutrofilach z nasilong ekspresja ERS, obserowowano
zahamowanie translokacji p65 NF-kB do jadra neutrofilow inkubowanych z MeP.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan in vitro, mozna stwierdzi¢, ze MeP, w stezeniu
w jakim oznaczany jest w krwioobiegu 0sob stosujgcych produkty nim konserwowane,
uposledza funkcje neutrofilow i wykazuje ksenoestrogenowy potencjat. Codzienne stosowanie
produktow, w korych MeP wystepuje jako substancja konserwujaca, moze by¢ przyczyng
systematycznego ostabiania ukladu immunologicznego, co w diluzszej perspektywie moze
skutkowa¢ niewystarczajaca sita mechanizméw obronnych w obliczu realnego zagrozenia
w postaci kontaktu z chorobotworczymi czynnikami.



