Stowa kluczowe: cytokiny, pluca, zarodniki grzybow, WWA
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PRODUKCJA CYTOKIN PRZEZ LUDZKIE KOMORKI PLUC
TRAKTOWANE ZANIECZYSZCZENIAMI POWIETRZA
| ZARODNIKAMI GRZYBOW, in vitro

Szkodliwe dziatanie zanieczyszczen powietrza moze utatwiaé infekcje pluc, wirusowe, bakteryjne
oraz grzybicze, szczegolnie trudne do wyleczenia. Zakazeniom towarzyszy powstawanie licznych
czynnikow reakcji zapalnej, odgrywajacych istotng role w zwalczaniu infekcji. Nabtonkopodobne
ludzkie komorki ptuc linii A549 preinkubowano 24 godz. z 10 ul/ml WWA (z gazéw spalinowych
silnika obciazonego), a nast¢pnie traktowano zarodnikami Aspergillus fumigatus lub Alternaria sp. Po
24 godzinnej inkubacji, w nadsaczach znad komorek okreslano poziom IL-6, IL-8 oraz IL-12 stosujac
test immunoenzymatyczny-ELISA. Synteza IL-6 (8 pg/ml, p<0,13); IL-8 (772 pg/ml p<0,8)
w komdrkach traktowanych WWA byta wyzsza w poréwnaniu do kontroli, statystycznie znamienny
wyzszy poziom stwierdzono tylko w przypadku IL-12 (9,2 pg/ml, p<0,01). Komoérki stymulowane
tylko zarodnikami grzybéw produkowaty wigksze ilosci tych cytokin: 1L-6 (13,8 pg/ml, p< 0,006);
IL-8 (899 pg/ml, p< 0,001), IL-12 (18,3 pg/ml, p<0,0008). Komorki preinkubowane z WWA
i traktowane zarodnikami grzybéw produkowaty znacznie mniej IL-6 i IL-12, poziom ten byt
zblizony do poziomu obserwowanego w przypadku komdrek kontrolnych. W przypadku IL-8
obserwowano nieznaczny wptyw WWA na produkcje tej cytokiny.

1. WSTEP

Uktad oddechowy narazony jest na dzialanie nie tylko substancji chemicznych, ale
takze na wplyw réznych mikroorganizmoéw znajdujacych si¢ w powietrzu, Komorki
nablonkowe odgrywaja zasadnicza rol¢ w zabezpieczeniu réznych tkanek gospodarza
przed wptywem szkodliwych substancji oraz mikroorganizmow.
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Dhugotrwata ekspozycja uktadu oddechowego na dziatanie zwigzkow chemicznych

znajdujacych si¢ w powietrzu lub sktadnikow mikroorganizmow wyzwala reakcje
zapalna, ktéra moze wptywac na rozwo6j chorob pluc( nowotwory, astme i réznego
rodzaju alergie) czy ukladu krazenia i powodowal zniszczenie tkanek [8,10].
Szkodliwe dziatanie zanieczyszczen powietrza na uktad oddechowy moze utatwiaé
infekcje, wirusowe, bakteryjne, oraz grzybicze, szczegblnie trudne do wyleczenia.
Nablonek uktadu oddechowego stanowi duza powierzchnie bedacg w statym
kontakcie ze §rodowiskiem zewnetrznym.
Dysfunkcja uktadu oddechowego wywotana zanieczyszczeniami powietrza stanowi
ryzyko powaznych infekcji ptuc. Infekcjom towarzyszy powstawanie licznych
mediatorow reakcji zapalnej, ktore pomagaja w szybkiej likwidacji infekcji. Wiedza
na temat réwnoczesnego dziatania WWA 1 zarodnikéw grzyboéw na komorki
nabtonkowe pluc jest ograniczona. Wyniki badan prowadzonych na materiale ludzkim
i zwierzecym dostarczaja danych, wskazujacych na znaczenie TNF-a w ochronie
organizmu gospodarza przed infekcjami grzybami [3]. Pluca sa narazone na zakazenia
takimi grzybami, jak Aspergillus i Alternaria. Infekcje te najczesciej wystepuja u ludzi
z obnizong odpornoscia, do zakazen dochodzi przez wdychanie zarodnikdéw grzybow,
ktore dostaja si¢ do gtebszych warstw tkanki plucnej. RoOwnowaga poziomu cytokin
pro i przeciwzapalnych zabezpiecza organizm przed zakazeniami, natomiast
konsekwencja rozregulowania systemu immunologicznego moga by¢ infekcje.
Cytokiny prozapalne w odpowiednich ilo$ciach zabezpieczaja komorki przed
drobnoustrojami [9,11]. Badania epidemiologiczne dostarczaja glownie danych
wskazujacych na znaczenie WWA w indukcji cytokin zwigzanych glownie z alergia
[2]. Mniej natomiast jest informacji dotyczacych wptywu weglowodorow
aromatycznych, pochodzacych ze spalin samochodowych, na reakcje komorek ptuc
wywotane czynnikami infekcyjnymi.

Celem naszych badan byto okreslenie, w jakim stopniu WWA oraz zarodniki
grzybow Aspergillus fumigatus i Alternaria sp. wplywaja na synteze mediatoréw
procesu zapalnego, takich jak : IL-6, 1I-8 oraz IL-12 w ludzkich komodrkach ptuc
A549, in vitro.

2. MATERIALY I METODY

Pobor prdbek spalin. Do badan wykorzystano silnik do$wiadczalny VW1,9.
Silnik pracowal z obcigzeniem 30Nm..Zestaw do poboru préb gazéw spalinowych
sktadat si¢ z sorbentu (rurki z weglem aktywnym typu SKC-lot 120) oraz filtra
Z wldkna szklanego (Staplex TF AGF 810) Pobor odbywat si¢ dwustopniowo.

Ekstrakcja WWA. Ekstrakcja WWA zaadsorbowanych na weglu aktywnym
odbywata si¢ za pomoca chlorku metylenu w tazni ultradzwickowej. W celu
oczyszczenia ekstraktu z substancji przeszkadzajacych zastosowano metod¢ SPE —
technike ekstrakcji do fazy statej (Solid Phase Extraction).

64



Sklad WWA. Analize chromatograficzng prowadzono na chromatografie
gazowym Hewlett-Packard 5890, z detektorem plomieniowo jonizacyjnym,
umozliwiajagcym ilosciowe 1 jakosciowe oznaczanie zaadsorbowanych WWA.
Chromatograf zawierat kolumne kapilarng HP-5 (30 m, 0,53 mm).

Uzyskiwanie zarodnikow grzybow. Grzyby Aspergillus fumigatus lub Alternaria
Sp. hodowano na podtozu stalym Sabouraud. w temperaturze 28 C. Do stymulacji
komorek Assg przygotowywano zawiesine zarodnikow o gestosci 10 */ml.

Indukcja cytokin. Na jednowarstwowa hodowle komorek Assg o gestosci 1x10°
komorek/ml, nanoszono 10 pl nietoksycznego roztworu WWA i inkubowano
24 godziny, nastepnie dodawano zawiesing zarodnikéw grzybow. Mieszaning
inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C, w wilgotnej atmosferze z dodatkiem
5% CO,. Kontrolg stanowily komorki inkubowane w ptynie hodowlanym, komorki
traktowane tylko mieszaning WWA lub tylko zarodnikami.

Oznaczanie aktywnosci cytokin. Poziom cytokin w nadsgczu znad komorek
okreslano metoda ELISA zgodnie z procedurg dotaczona do poszczegdlnych
zestawow Firmy Pharmigen, USA.

Analiza statystyczna. Wyniki analizowano przy uzyciu testu t-studenta, wartosci
p<0,05 przyjeto jako statystycznie istotne.

3. WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono sktad oraz ilosci poszczegdlnych WWA znajdujacych si¢
w ekstraktach spalin silnika do$wiadczalnego. Analiza chemiczna wykazala, ze
ekstrakty spalin zawieraty najwiecej fenatrenu-51% i fluorantenu-30%.

Tab. 1. Zawarto$¢ poszczegdlnych WWA w probkach spalin

3
Obcigzenie CS; ([)H[%\/l(rinn]? ]

Naftalen n.w.*

Acenaftylen 0,00518

Acenaften 0,00534

Fluoren 0,00975

Fenantren 0,05432
Antracen n.w.*

Fluoranten 0,03222
Piren n.w.*

SUMA 0,10680

*n.w. — nie wykryto

Taka mieszaning dziatano na komorki, a nastgpnie zarodnikami grzybow.
Mieszanina WWA stymulowata komorki do nieco wigkszej produkeji IL-6 (8 pg/ml),
jednak ta ilo$¢ byla statystycznie nieistotna, p<0,13. Zarodniki grzybow stymulowaty
produkcj¢ IL-6 w spos6b znamienny statystycznie w poréwnaniu do komorek
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kontrolnych (6,7 pg/ml). Zarodniki Alternaria sp indukowaly najwyzszy poziom IL-6
17,11pg/ml (p<0,0005), a zarodniki Aspergillus fumigatus 13,8 pg/ml (p<0,0006).
Synteza IL-6 przez komorki traktowane WWA 1 zarodnikami byta wyraznie nizsza,
niewiele roznita sie od poziomu tej cytokiny produkowanej przez komorki
inkubowane tylko z WWA, i w poréwnaniu do komorek kontrolnych réznica nie byta
znamienna. | tak komorki traktowane WWA i zarodnikami Alternaria sp. wytwarzaty
8,4 pg/ml (p<0,06) IL-6, a komorki inkubowane z WWA i zarodnikami Aspergillus
fumigatus produkowaty 7,7 pg/ml (p<0,15). Kolejnym etapem bylo zbadanie na ile
WWA moga zmienia¢ poziom IL-8, bardzo waznej chemokiny w reakcjach zapalnych
i procesach obronnych gospodarza przed infekcjami. Mieszanina WWA nie miala
wplywu na produkcje IL-8 (772pg/ml) w poréwnaniu do komdrek kontrolnych
(771,5 pg/ml). Zarodniki grzybéw podobnie jak w przypadku IL-6 stymulowaty
komorki A549 do syntezy wigkszych ilosci IL-8. Najwyzszy poziom IL-8 (899pg/ml,
p<0,001) obserwowano w przypadku komorek inkubowanych 24 godziny
W obecnosci zarodnikow Alternaria sp. Komorki traktowane zarodnikami Aspergillus
fumigatus produkowaty nieco mniejsze ilosci tej cytokiny (869 pg/ml, p<0,048).
Poziom IL-8 w nadsaczach znad komoérek traktowanych WWA oraz zarodnikami
grzybow niewiele roznit si¢ od poziomu tej cytokiny produkowanej przez komorki
traktowane tylko zarodnikami (WWA +Alternaria sp. 873pg/ml, WWA + Aspergillus
fumigatus 867 pg/ml). Inng cytoking wazng w ochronie organizmu przed infekcjami,
jest IL-12, dlatego zbadano jaki wpltyw wywiera mieszanina WWA i zarodnikéw
grzybow, na synteze tego biatka w komorkach Asgg. Poziom IL-12 osiggal najwyzsze
warto$ci po stymulacji komorek zarodnikami grzybow Alternaria sp. i wynosit
37,3 pg/ml, w poréwnaniu do kontroli (5,9 pg/ml (p<0,0006). Zarodniki Aspergillus
fumigatus rowniez stymulowaty komoérki do produkcji znaczaco wickszych ilosci tej
cytokiny (32,45 pg/ml, p<0,003). Komorki traktowane WWA produkowaty réwniez
wyzszy poziom IL-12 (9,23 pg/ml). Komorki poddane dziataniu WWA, a nastepnie
zarodnikow produkowaty znacznie mniej IL-12, podobnie jak komorki stymulowane
tylko WWA (WWA i zarodniki Alternaria sp.11 pg/ml, p<0,024 w poréwnaniu do
kontroli); WWA z zarodnikami Aspergillus fumigatus 9,8 pg/ml, p<0,015). Tlosci te
byly jednak znaczaco wigksze niz w probkach kontrolnych.

4. DYSKUSJA

Nablonek wukltadu oddechowego stanowi barier¢ migdzy Srodowiskiem
zewngtrznym a tkankg phlucng. Duza powierzchnia nablonka ma staty kontakt ze
srodowiskiem zewnetrznym, w ktorym znajduje si¢ wiele mikroorganizmow
i substancji toksycznych [5]. Fragmenty lub zarodniki grzybow znajdujace sie
W powietrzu s3 przyczyng licznych schorzen ptuc glownie u alergikow, u o0sob
Z obnizong odpornoscia, lub dotaczaja do istniejacych juz chorob ptuc [14]. Komorki
nabtonkowe wyksztalcity szereg mechanizméw chronigcych je przed szkodliwym
wplywem zanieczyszczen znajdujacych si¢ w powietrzu [4,12]. Jednym z nich jest
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produkcja cytokin. Cytokiny prozapalne w odpowiednich ilosciach biora udziat
w procesie zwalczania infekcji. Interleukina-6 jest cytoking plejotropowa, wykazujaca
roznorodne dzialania biologiczne. Odgrywa ona istotng role¢ w regulacji odpowiedzi
immunologicznej, procesie zapalnym i hematopoezie. Zmiany w regulacji syntezy IL-
6 sg przyczyng wielu choréb [6,7]. Wykazana przez nas znacznie mniejsza produkcja
IL-6 przez komorki traktowane WWA moze by¢ jednym z elementdw rozwoju
I utrzymywania si¢ infekcji oraz nieskutecznego zwalczania grzybiczych zakazen
uktadu oddechowego. Inng cytokinag odgrywajaca wazng rolg w procesach zapalnych
jest 1L-8. Jest czynnikiem chemotaktycznym odpowiedzialnym za aktywacje
I migracj¢ leukocytow, szczegdlnie neutrofilow do miejsca zakazenia w celu szybkiej
likwidacji patogenéw. Obnizony poziom tej chemokiny moze prowadzi¢ do
przediuzajacych si¢ infekcji. Z uzyskanych przez nas danych wynika, Zze zarodniki
grzybow stymulowaty komorki do produkcji zwigkszonej ilosci tej cytokiny, ale
WWA nie mialy wigkszego wplywu na synteze IL-8 zardwno w komorkach
kontrolnych jak i traktowanych zarodnikami, gdzie bardzo nieznacznie obnizaty
poziom tego biatka. Inni autorzy wykazali wzrost poziomu IL-8 w bazofilach
traktowanych ~ weglowodorami ~ aromatycznymi  izolowanymi  ze  spalin
samochodowych [4,3]. Nalezy przypuszcza¢, ze roznica w indukcji IL-8 zalezy od
sktadu mieszaniny WWA. Mieszanina uzyskana przez nas zawierala najwigcej
fenantrenu (51%). Z reakcjg obronng gospodarza przed infekcjami zwigzana jest
interleukina-12, ktora pelni szereg funkcji i jest waznym czynnikiem bioracym udziat
w ochronie przed zakazeniami grzybiczymi. IL-12 ma rolg regulacyjng i laczy
niespecyficzna, naturalna odpornoscia z odpornoscia swoista [15]. W naszych
badaniach wyraznie wida¢, ze zarodniki Aspergillus i Alternaria wywieraty
stymulujacy wptyw na synteze IL-12 przez komorki A549, in vitro. Jednak
w komorkach preinkubowanych z WWA i zarodnikami ta synteza ulegata obnizeniu,
nie réznita si¢ znaczaco od ilosci cytokiny w komorkach inkubowanych tylko z
WWA. Yang i wspol. wykazali, Ze substancje zawarte w spalinach obnizaty synteze
cytokin prozapalnych w makrofagach ptucnych szczurow [16]. Roéwniez dane
uzyskane przez Amakawa i wsp, przemawiaja za hamujagcym wpltywem zwigzkoéw
znajdujacych sie w spalinach, na produkcje¢ 1L-6 IL-8 czy TNF przez makrofagi
ptucne myszy stymulowane LPS [1]. Z naszych badan wynika, ze WWA wptywaja na
zmiang syntezy cytokin w komorkach nabtonkowych. Zmiany ekspresji cytokin moga
wynika¢ z zaburzenia szlakéw sygnatowych. Dziatanie tych weglowodoréw na
komorki rowniez moze prowadzi¢ do stymulacji wielu receptorow, co w konsekwencji
zwicksza niebezpieczenstwo infekcji. Pelne zrozumienie reakcji obronnych i
procesow  zapalnych zachodzacych w  komorkach nablonkowych uktadu
oddechowego, pozwoli na opracowanie nowych lekéw i wprowadzenie efektywnej
strategii terapeutycznej w schorzeniach ptuc.

Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, grant
nr N 40405832/1669
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PRODUCTION OF CYTOKINES BY HUMAN LUNG CELLS TREATED WITH AIR POLLUTION
AND FUNGAL SPORES, in vitro

Air pollution influence on difficult to cure of viral, bacterial or fungal pulmonary infections. After
infection the cells produced of different agents, that are responsible for inflammatory responses and
eradication of microorganisms. In our experiments we preincubated human epithelial cells A549 for
24 hrs with 10 ul/ml of PAHSs, subsequently the cells were treated with Aspergillus fumigatus or
Alternaria sp. spores. The levels of IL6, IL-8 and IL12 in supernatants were quantified using ELISA
tests. The I1L-6 (8 pg/ml, p<0,13) or IL-8 (772 pg/ml p<0,8) production in cells incubated with PAHs was
higher than in control cells, but not statistic significant. The level of IL-12 was significant higher (9,2
pg/ml, p<0,01). The highest levels of cytokines were observed when cells were treated with fungal
spores, IL-6 (13,8 pg/ml, p<0,006); IL-8 (899 pg/ml, p< 0,001), IL-12 (18,3 pg/ml, p<0,0008).
Production of IL-6 and IL-12 was significantly diminished, when cells were preincubated with PAHs and
treated with spores. The PAHs were insignificant effect on IL-8 production.
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