Stowa kluczowe: WWA, TNF- a, komorki pluc
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WPLYW WIELOPIERSCIENIOWYCH WEGLOWODOROW
AROMATYCZNYCH NA PRODUKCJE TNF- ¢ PRZEZ
LUDZKIE KOMORKI PLUC, in vitro

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne sa odpowiedzialne za ostre i przewlekle reakcje
alergiczne drég oddechowych. Komorki nabtonkowe uktadu oddechowego odpowiadaja na
zanieczyszczenia powietrza produkcja cytokin zaangazowanych w reakcje zapalne ptuc. Czynniki
nekrozy guza (TNFs), cytokiny plejotropowe, odgrywaja kluczowa role w systemie obronnym
gospodarza jak rowniez w procesach immunopatologicznych. Nasze badania dotyczyly okreslenia
ilosci i sktadu WWA w gazach emitowanych w czasie pracy silnika samochodowego, okreslenia
cytotoksycznosci in vitro na standardowych liniach komérkowych: ludzkiej A549 oraz mysiej L929.
Zawartos¢ WWA w spalinach emitowanych przez silnik na biegu jalowym wynosita 0,12912
[ng/dm®], a w spalinach silnika obciazonego 0,10680 [pg/dm®]. Roztwory ekstraktéw WWA (50%)
nie byly toksyczne dla komorek. Mieszaniny WWA indukowaty produkcje przez ludzkie komorki
pluc A549 niewielkich ale znamiennie wyzszych ilosci TNF-o w poréwnaniu do komorek nie
traktowanych WWA. Komorki traktowane ekstraktem WWA uzyskanym z gazéw emitowanych
przez silnik obciazony, produkowatly wieksze ilosci TNF-a, mimo mniejszej zawartosci WWA w tych
gazach. Badania nasze moga przyczyni¢ si¢ do konstrukcji nowych typow silnikéw, opracowania
lepszych paliw oraz do wprowadzenia nowej, bardziej skutecznej terapii wielu schorzen uktadu
oddechowego.

1. WSTEP

Mieszkancy duzych aglomeracji miejskich sa narazeni na dzialanie zanieczyszczen
powietrza i zwigzane z tym ryzyko wielu choréb. Pojazdy samochodowe emituja
zanieczyszczenia zawierajace  czasteczki state  (PM) oraz niebezpieczne
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), wystepujace zarowno
W postaci zaadsorbowanej na czastkach pylu jak i w formie gazowej. WWA stanowia
liczng grupe zwigzkow zawierajacych od dwoch do kilku, a nawet Kilkunastu
pierscieni aromatycznych w czasteczce. Wdychane do ptuc spaliny wywoluja reakcje
immunologiczne prowadzac do wielu schorzen zaréwno uktadu oddechowego, jaki
i kragzenia.
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Wiadomo, ze substancje znajdujace si¢ w spalinach stymuluja produkcj¢ licznych
mediatorow reakcji immunologicznej, zwigzanych z ostrymi lub przewleklymi
chorobami alergicznymi drég oddechowych. Komorki nabtonkowe drég oddechowych
sg pierwsza linia obrony przed dzialaniem substancji chemicznych oraz
drobnoustrojow znajdujacych sie w powietrzu [1,15]. Zanieczyszczenia powietrza,
miedzy innymi WWA stymulujg komodrki do produkcji mediatorow reakcji
immunologicznej wsrdd nich cytokin [5,14]. Biatka te odpowiadaja za regulacje
szeregu procesow i funkcji cala seri¢ cytotoksycznych reakcji, takich jak produkcja
czynnikow zwigzanych z procesem zapalnym [2,3]. Czynnik nekrozy guza (tumor
necrosis factor-a, TNF-a) jest plejotropowa cytoking odgrywajaca wazng rolg
w zjawiskach patologicznych oraz obronnych organizmu.

Czynnik ten stymuluje komorki nabtonkowe do wydzielania innych cytokin,
pobudzajacych naptyw i aktywacja komorek zapalnych [4]. Podwyzszony poziom
TNF-o ma znaczenie w zabezpieczeniu organizmu przed drobnoustrojami
i ograniczeniu infekcji W silnych reakcjach zapalnych ten mediator wywotuje
goraczke, szok toksyczny i odgrywa krytyczna role w niszczeniu tkanek
gospodarza [15].

W naszych wczesniejszych badaniach in vitro, wykazaliSmy, ze miejskie
zanieczyszczenia indukowaty w ludzkich komoérkach ptuc syntezg interferonu (IFN-y)
oraz tlenkoéw azotu, niektérych mediatorow zwigzanych z reakcja zapalng [5]. Obecne
badania koncentrowaly sie na okresleniu in vitro, poziomu TNF-a produkowanego
przez ludzkie komorki phluc linii AS549 traktowane nietoksycznym stezeniem
oczyszczonych 1 scharakteryzowanych pod wzgledem chemicznym WWA
ekstrahowanych ze spalin samochodowych.

2. MATERIALY I METODY

Pobor probek spalin. Do badah wykorzystano silnik do$wiadczalny VW 1,9.
Silnik pracowal w dwodch charakterystycznych stanach: bez obcigzenia (na biegu
jatlowym) oraz z obcigzeniem 30Nm. Zestaw do poboru prob gazow spalinowych
sktadat si¢ z sorbentu (rurki z weglem aktywnym typu SKC-lot 120) oraz filtra
z widkna 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 ).

Sklad WWA. Analiz¢ chromatograficzng prowadzono na chromatografie
gazowym Hewlett-Packard 5890, z detektorem plomieniowo jonizacyjnym,
umozliwiajagcym iloSciowe 1 jakoSciowe oznaczanie zaadsorbowanych WWA.
Stezenia  poszczegdlnych WWA w  probkach okreslano na  podstawie
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krzywej standardowej poszczegdlnych zwigzkoéw, ustalonej w tych samych
warunkach.

Oznaczanie cytotoksyczno$ci WWA. W doswiadczeniach uzyto ludzkiej linii
komorek nablonkopodobnych pluc A549 ATCC CCL 185 oraz mysiej
fibroblastycznej L929CCL1 [8]. Cytotoksyczno$¢ badanych materiatéw okreslano na
ptytkach plastikowych 96 dotkowych, metodg MTT.

Oznaczanie aktywnosci TNF-a. Poziom TNF-o w nadsaczach znad komorek
traktowanych WWA wg procedury zataczonej do komercyjnego testu firmy
PharMingen (USA).

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

3. WYNIKI

Analiza WWA. Stgzenie WWA w gazach spalinowych emitowanych przez silnik
na biegu jatowym (silnik nieobcigzony) bylo wyzsze i wynosito 0,12912 [ug/dm?].
W probkach tych wykryto: fluoranten (54%) fenantren (28%), fluoren (9%)
acenaftylen (5%) i acenaften (4%). Gdy silnik pracowal z zadanym obcigzeniem
(30Nm) ilos¢ WWA wynosila 0,10680 [pg/dm®] i stwierdzono obecno$é
fenantrenu (51%) acenaftenu (30%), fluorenu (9%) oraz acenaftylenu i fluorantenu
(po 5%).

Cytotoksycznos$é roztworow WWA. Mieszanina WWA otrzymana ze spalin
emitowanych przez silnik bez obcigzenia nie byta toksyczna dla komorek. Natomiast
WWA znajdujace si¢ w gazach powstajacych w trakcie pracy silnika obcigzonego
byly w niewielkim stopniu toksyczne zarowno dla ludzkich komorek ptuc linii A549
jak i mysich komorek fibroblastcznych, linii L929.

Poziom TNF-a. Okazalo sig¢, ze ludzkie komorki ptuc linii AS549 inkubowane
przez 24 godziny z 10ul roztworéw mieszaniny WWA produkowaty wigksze ilosci tej
cytokiny w poréwnaniu do komorek nie traktowanych WWA. Poziom TNF-a
wytwarzanego przez komorki poddane dzialaniu przez 24 godziny, nietoksycznego
stezenia WWA pochodzacych z gazow silnika nieobcigzonego jak i obcigzonego byt
niski, jednak znaczaco wyzszy w poréwnaniu do kontroli 6,1pg/ml (i odpowiednio
8,3 pg/ml  p>0,0003, 17,4pg/ml p>0,0009). Synteza TNF-a w komodrkach
inkubowanych z mieszaning WWA emitowanych przez silnik obcigzony, byla wyzsza
niz w komorkach traktowanych probkami WWA z gazoéw z silnika niecobcigzonego,
réznica ta byla znamienna statystycznie, p>0,0018. By¢ moze wicksza zawartos§¢
fenantrenu i acenaftenu w probkach WWA emitowanych przez silnik obcigzony
wplywata na zwickszona produkcje TNF. Po 48 godzinach inkubacji komorek A549
z mieszaning WWA synteza TNF-a byla prawie o potowe nizsza we wszystkich
badanych prébkach w poréwnaniu do produkcji tej cytokiny po 24 godzinach, ale
nadal utrzymywata si¢ roznica w poziomie tej cytokiny migdzy komorkami
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traktowanymi badanymi probkami. Komorki hodowane w obecnos$ci roztworu WWA
emitowanych przez silnik niebcigzony produkowaly podobne ilosci TNF jak komorki
kontrolne (3,7 pg/ml). W nadsgczach znad komorek inkubowanych z mieszaning
WWA z silnika obcigzonego byl wyzszy poziom TNF-a (7,9pg/ml) niz w kontroli.
Roéznica ta byla istotna statystycznie p>0,001.

4. DYSKUSJA

Z danych epidemiologicznych wynika, Zze ekspozycja na zanieczyszczenia
powietrza jest przyczyng wielu schorzen, jak nowotwory ptuc, astma, oraz choroby
uktadu krazenia [3,7,8,9,10]. Jednak wplyw tych zanieczyszczen na uklad
immunologiczny jest stabiej poznany, tym bardziej, ze narazenie na dziatanie
zanieczyszczen powietrza rzadko ogranicza sie tylko do konkretnych substancji czy
nawet do pojedynczych grup zwigzkoéw. Nie zawsze wiadomo, ktore substancje maja
immunogenne dziatanie. Odpowiedni poziom cytokin, mediatoréw reakcji obronnej
organizmu ma wplyw na stan zdrowia. Jedng z waznych cytokin jest TNF-a,
odgrywajacy kluczowg role w reakcjach zapalnych, ktore jak si¢ wydaje petnig wazne
funkcje w utrzymaniu homeostazy. Phuca sg eksponowane na wplyw zanieczyszczen
powietrza a makrofagi alweolarne i komorki nablonkowe stanowig pierwsza linig
obrony uktadu oddechowego przed szkodliwymi substancjami. TNF stymuluje te
komorki do wydzielania cytokin zaangazowanych w proces naptywania, aktywacji
komorek zapalnych i nasilenia reakcji na szkodliwe substancje [11]. W naszych
badaniach in vitro hodowla komoérek nabtonkowych ptuc byta traktowana mieszaning
kilku wyekstrahowanych i oczyszczonych WWA. Mimo, ze ilos¢ WWA w probkach
gazow emitowanych przez silnik na biegu jalowym byla wigksza, mieszanina ta
okazata si¢ mniej toksyczna dla komorek zarowno A540 jak i L929. Synteza TNF-a
w komoérkach A549 stymulowanych mieszaning z silnika nie obcigzonego, o wickszej
zawarto$ci WWA, byta znaczgco nizsza w poréwnaniu do komorek traktowanych
ekstraktem WWA uzyskanych z silnika obcigzonego. Poniewaz sktad WWA byt
rézny, mozna podejrzewac, ze znacznie wigksza zawartos¢ fenantrenu w spalinach
silnika obcigzonego, wplywata na indukcje TNF-o w komodrkach A549. Obok
fenantrenu takze stgzenie acenaftenu w tych probkach bylo wigksze, co rowniez
moglo mie¢ znaczenie w stymulacji komoérek do produkcji tej cytokiny. Wyniki
niektorych autorow wskazuja, ze spaliny samochodowe hamowaly synteze
mediatorow immunologicznych, zwigzanych 2z obrong przeciwbakteryjng [12].
W naszych badaniach wykazaliSmy, Ze zanieczyszczenia powietrza umozliwiaty
wplywaly na zwiekszenie adhezji bakterii do komoérek ptuc [13]. Inni autorzy
wykazali, ze zanieczyszczenia powietrza indukowaty synteza cytokin zwigzanych
z reakcjami alergicznymi [14]. Wyjasnienie roli i mechanizméw dziatania WWA
w stymulacji reakcji komérek moze przyczyni¢ si¢ do opracowania skutecznej terapii
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schorzen uktadu oddechowego i krazenia, opracowania innych mniej szkodliwych
rodzajow paliw, a takze do konstrukcji nowych typéw silnikéw samochodowych.
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INFLUENCE OF POLYAROMATIC HYDROCARBONS (PAHS) ON TNF- A PRODUCTION
BY HUMAN LUNG CELLS IN VITRO

The PAHSs are known to modulate the production of cytokines associated with acute and chronic
respiratory symptoms and allergic respiratory disease. The epithelial cells constitute the primary targets of
inhaled lung toxicants and are therefore particularly important in the induction of cytokines and
inflammatory responses in the lung. Tumor necrosis factors (TNFs) are pleiotropic cytokines that play
important roles in host defense or immunopathological processes. In this study we determined of PAHs
concentration in diesel exhaust and investigated in vitro the toxic effect of purified PAHs solution on
human lung cells A549 and mouse fibroblast cells L929. The PAHs concentration in exhaust from idle
engine was 0,12912 [ug/dm®], load engine 0,10680 [ug/dm®]. Solutions of PAHs (50%) were not toxic for
human and mouse cells. The PAHs induced, low levels of TNF-a in human lung cells A549, but
statistically higher than in control. The TNF-o production was higher when cells were treated with load
engine PAHs.
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