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Wstep.

Zanieczyszczenie srodowiska, zmiany klimatyczne, niezdrowy tryb i styl
zycia, codzienna dieta bogata w konserwanty i sztuczne dodatki, a takze
ksenobiotyki mogg negatywnie wptywa¢ na sprawne funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego. Bioaerozole, ze wzgledu na swoj sktad, mogg zakitdécac
dziatanie uktadu immunologicznego i zaburzac¢ jego poszczeg6ine mechanizmy
obronne. W konsekwencji by¢ przyczyng wielu chordb tj. reakcje alergiczne,
katar sienny, astma, zapalenie oskrzeli, chroniczna niewydolnos¢ ptuc, rak ptuc,
choroby uktadu sercowo-naczyniowego, niezyty przewodu pokarmowego,
zapalenia zatok i spojowek czy infekcje wirusowe.

Mediatory uwalniane z drog oddechowych po zadziataniu antygendéw
i substancji znajdujgcych sie w powietrzu wdychanym, dostajg sie do krgzenia
i mogg in vivo aktywowa¢ komorki uktadu immunologicznego. Aerozole
biologiczne pochodzenia zewnetrznego powstajg z drobnoustrojow oraz
elementdw pochodzenia organicznego znajdujgcych sie miedzy innymi
w wodzie i glebie. Czagstki te przybierajg forme aerozolu w wyniku dziatania
wiatru, ulewnych, pluskajgcych deszczy, bryzy morskie;j.

Wzrost stezenia bioaerozoli w Srodowisku wewnetrznym moze byc¢
spowodowany m.in. nadmierng izolacjg cieplng budynkéw, ich ztym
utrzymaniem, stosowaniem systeméw klimatyzacyjnych, wzglednie wysokag
wilgotnoscig panujgcg w pomieszczeniach, a takze ztg wentylacjg i brakiem
Swiezego powietrza. Sposréd czgstek bioaerozoli, najwieksze zagrozenie dla
zdrowia cztowieka niosg mate komorki drobnoustrojow, ktore sg zatrzymywane
wewnatrz ptuc i usuniecie ich stanowi dla organizmu duzy problem.

Zmiany srodowiska stajg sie obiektem coraz wigkszego zainteresowania,
dzieki czemu rosnie takze poziom zrozumienia ich oddziatywania na organizm
cztowieka i sktonno$¢ do wystgpienia choréb uktadu oddechowego. Liczne
badania naukowe pozwalajg zgtebic wiedze na temat zwigzku miedzy
mikroorganizmami obecnymi w powietrzu a alergig, ktéra moze przerodzi¢ sie
w astme. Zta jako$¢ powietrza w miastach czesto przekracza dopuszczalne
normy. Natomiast przebywanie w budynkach tez nie stanowig najlepsze;j
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ochrony, poniewaz znajdujgce sie w nich powietrze jest petne
chorobotworczych drobnoustrojéw i ich pochodnych. Prowadzone w ostatnich
latach badania dowodzg, ze bioaerozole mogag by¢ przyczyng wielu chorob
takich jak alergie czy nowotwory. Dlatego zbadanie wptywu czynnikdw
infekcyjnych, bedgcych sktadnikiem powietrza wewnetrznego na proces
apoptozy limfocytow wydaje sie niezwykle istotne. Uktad oddechowy cztowieka
jest uktadem szczegdlnie narazonym na kontakt z drobnoustrojami, w tym takze
bakteriami Gram-ujemnymi, poniewaz nieustannie dostajg sie one do naszego
organizmu w wyniku respiracji.

Apoptoza jako proces czynnym, wymagajgcym aktywacji wielu gendow
oraz naktadu energii. Elementem igczgcym wszystkie rodzaje przebiegu
apoptozy sg kaspazy, ktére w zaleznosci od etapu apoptozy, dzielimy na
inicjatorowe oraz wykonawcze. Po zakonczeniu apoptozy zawartos¢
komorkowa zostaje zamknieta w ciatkach apoptotycznych zwigzanych z btong.

Rola apoptozy w infekcji jest najlepiej poznana dzieki licznym badaniom
naukowym, poniewaz wirusy i bakterie kodujg inhibitory apoptozy, ktére sg
niezbedne do wywotania reakcji zapalnej. Wiekszo$¢ wiruséw hamuje proces
apoptozy poniewaz bedg one replikowac sie lepiej, gdy zainfekowana komorka
zyje diuzej. Liczne zaburzenia apoptozy przyczynia sie do rozwoju wielu
schorzen. Nieodpowiedni stopien nasilenia apoptozy doprowadza do rozwoju
schorzen nowotworowych, autoimmunologicznych i przewlektych infekciji.
Z kolei nadmierna apoptoza doprowadza do choréb neurodegeneracyjnych
a takze nasilania powikfan proceséw niedokrwienia. Mutacje genow
uczestniczagcych w procesach apoptozy i proliferacji komoérek oraz genow
naprawy DNA zidentyfikowano jako czynniki przyczynowe choréb
nowotworowych. Proces apoptozy jest niezbedny do prawidtowego
funkcjonowania organizmu. Zaburzenia w przeprowadzaniu apoptozy majg
bardzo negatywny skutek. Pojawiajg sie choroby, ktérych profilaktyka i sposéb
leczenia nie sg jeszcze poznane. Proces nowotworzenia imozliwos¢ jego

zapobiegania od wielu lat jest celem licznych badan naukowych.
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Prace dotyczgce apoptozy, w gtdbwnej mierze skupiajg sie na stworzeniu
metody pozwalajgcej na regulowanie (stymulacja, hamowanie) procesu
apoptozy np. w komoérkach nowotworowych oraz zgtebianiu wiedzy na temat

kontroli apoptozy i jej odpowiednim przebiegu w organizmach zywych.

Cel pracy.
Celem pracy byta ocena apoptozy limfocytow krwi obwodowej

w odniesieniu do wybranych markeréw odpowiedzi nieswoiste;.

Metody.

Komorki jednojgdrowe (PBMC) izolowatam metodg Boylima. Poprzez
system posredniego znakowania magnetycznego przeciwciatami anty-CD14
z catkowitej puli PBMC metodg negatywnej selekcji pozyskiwatam populacje
limfocytow. Nastepnie limfocyty hodowatam przez 48h w medium RPMI-1610
ogrzanym do temperatury 37°C wzbogaconym w antybiotyki streptomycyne
(10mg/mL) i penicyline (100 U/mL) oraz L-glutaming (200mM) i 10% FBS
w obecnosci: LPS-1pg/ml, SEA-1ug/ml i HPIV-3 (MOI 0,1) Prébe kontrolng
stanowity komorki indukowane PHA (10ug/ml); probe spontaniczng stanowity
komorki zawieszone w medium hodowlanym RPMI 1640. Proby inkubowatam
w temperaturze 37°C, 5% CO2 oraz 95% wilgotnosci przez 48h. Po tym czasie,
préby wirowatam a nadsgcza zabezpieczano w temp. -70 °C w celu oznaczenia
markerow odpowiedzi nieswoistej. W osadzie komoérkowy oznaczatam apoptoze
limfocytow przy uzyciu zestawu aneksyna V-FITC, jodek propidyny za pomocg
cytometru przeptywowego AMNIS 2z wizualizacjg obrazu ImageStream
z zastosowaniem oprogramowania IDEAS.

Apoptoze limfocytow badatam z réwnoczesng identyfikacjg
na subpopulacje CD4+, CD8+, CD56+ za pomocg zestawu Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit. Ocene apoptozy limfocytow przeprowadzatam przy
zastosowaniu oprogramowaniu IDEAS, poprzez dokfadng analize cytogramow

i zdje¢ tych komorek.
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Do oznaczenia stezen rozpuszczalnych markerow apoptozy, cytokin oraz
katelicydyny LL-37 w nadsgczach po hodowli limfocytow krwi obwodowej,
zastosowatam testy oparte o metode immunoenzymatyczng ELISA.

Z osadu komorkowego limfocytow wyizolowatam RNA przy uzyciu
zestawu RNeasy Mini Kit z dodatkowym etapem trawienia DNAzg postepujgc
zgodnie z zaleceniami producenta. Do etapu odwrotnej transkrypcji przepisania
MRNA na cDNA uzylam odpowiedniej ilosci RNA i przeprowadzatam za
pomocg zestawu RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit wedtug
protokotu producenta. Nastepnie oceniatam poziom ekspresji mRNA dla genow
TLR1, TLR3, TLR4 metodg Real Time PCR z zastosowaniem aparatu
Diagnostic Systems BD MAX, ktéry cechuje sie wysokg jakoscig i mozliwoscig
aplikacyjng
w q(RT)PCR. Do obliczen ilosciowego wspotczynnika RQ ekspresji mRNA
wyzej wymienionych genow, stosowano algorytm metody podwdjnej delty.

Wyniki przedstawitam jako potege z ujemnej podwojnej delty (222,

Wyniki.

Po 48h hodowli proby SP, zaobserwowatam istotnie statystycznie wyzszag
apoptoze limfocytow CD4+, CD8+, CD56+, w poréownaniu do odsetka tych
komoérek w czasie TO. Srednia warto$é odsetka subpopulacii limfocytéw CD4+,
CD8+, CD56+ we wczesnej i catkowitej apoptozie, pod wptywem PHA w prébie
po 48h hodowli byta wyzsza w poréwnaniu do préby SP (p>0,05).
Poszczegodlne etapy apoptozy limfocytéw CD4+, CD8+, CD56+ po 48h hodowli
pod wptywem LPS, SEA oraz HPIV-3 byty istotnie statystycznie wyzsze
(p<0,01) w poréwnaniu do odsetka apoptozy tych komoérek w probie SP.

Wykazatam  istotny  statystycznie  wzrost wydzielania  stezenia:
ICE caspaza-1, Fas/CD95/APO1, TNF-a, Katelicydyny LL-37, IL-10, IL 17A,
IL-22 w 48h hodowli limfocytow pod wptywem PHA, LPS, SEA, HPIV3
w poréwnaniu do préby SP oraz pomiedzy préobami stymulowanymi PHA vs
HPIV3, PHA vs LPS, PHA vs SEA, PHA vs HPIV3, SEA vs HPIV3. Wykazatam

istotny statystycznie wzrost stezenia wydzielania Granzymu B w obecnosci
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PHA, LPS i SEA oraz nizsze stezenie wydzielania tego markera w obecnosci
HPIV-3 w odniesieniu do proby spontanicznej SP.

Wykazatam istotne statystycznie obnizenie poziomu ekspresji mRNA
genu TLR1 po 48h hodowli limfocytbw w poréwnaniu do hodowli po 24h
w probach stymulowanych LPS, SEA, HPIV3. Wykazatam istotny statystycznie
wzrost poziomu ekspresji mMRNA genu TLR3 po 48h hodowli limfocytow
w porownaniu do hodowli po 24h jedynie dla prob stymulowanych HPIV3.
Wykazatam wzrost poziomu ekspresji mRNA genu TLR4 po 48h hodowli
limfocytdw w poréwnaniu do hodowli po 24h w probach stymulowanych LPS
oraz HPIV3.

Whnioski.

Zastosowane w badaniach czynniki infekcyjne LPS, SEA HPIV-3, ktére
sg obecne w bioaerozolach powietrza wewnetrznego w istotny sposéb nasilajg
proces apoptozy limfocytéw krwi obwodowej oséb zdrowych.

Proces apoptozy limfocytow T w 48h hodowli, w istotny sposéb jest
modulowany w zaleznosci od stezenia nieswoistych rozpuszczalnych markeréw
odpowiedzi immunologiczne;.

Generowanie poszczegoélnych markerow odpowiedzi nieswoistej
w istotny sposdb moze modulowaé proces apoptozy limfocytow T.

Ekspresja mRNA genu dla poszczegdlnych receptorow TLR, wykazuje
zroznicowany poziom w zaleznosci od czasu hodowli limfocytow jak rowniez od
rodzaju i wptywu czynnika biologicznego.

Przedstawione w niniejszej pracy obserwacje potwierdzajg
przypuszczenia, ze czynniki infekcyjne obecne w bioaerozolach mogg mieé
znaczgcy wpltyw na prawidiowe funkcjonowanie uktadu odpornosciowego
cztowieka i moga byC przyczyng ostabienia komorek immunologicznie

kompetentych co zwieksza zapadalnos$¢ na choroby uktadu oddechowego.



