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SPIS STOSOWANYCH SKROTOW

APC

BAL

BAX

BCL-2

BCL-xL

cDNA

CRD

CTLA-4

DAMP

DRP

EGFR

HMGBI1

HSP

IFN-y

komorka prezentujaca antygen (ang. antigen presenting cell)

ptukanie oskrzelikowo-pecherzykowe (ang. bronchoalveolar lavage)

biatko X zwigzane z Bcl-2 (ang. bcl-2 associated X protein)

antygen chloniaka z limfocytow B (ang. B-cell lymphoma antigen 2)

antygen chloniaka z limfocytow B (ang. B-cell lymphoma-extra large)

komplementarny kwas deoksyrybonukleinowy (ang. complementary

deoxyribonucleic acid)

domena bogata w cysteine (ang. cystein-rich domain)

antygen 4 cytotoksycznych limfocytéw T (ang. cytotoxic T lymphocyte-

associated protein-4)

wzorce molekularne zwigzane z zagrozeniem (ang. danger-associated

molecular patterns)
drobnokomorkowy rak pluca

receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth

factor receptor)

biatko o duzej ruchliwosci elektroforetycznej (ang. high-mobility group

protein 1)
biatko szoku cieplnego (ang. heat-shock protein)

interferon gamma (ang. interferon gamma)
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IL

IL-1B

IRAK

LRR

M-CSF

MAPK

MD-2

MDAS

mRNA

MyD88

NDRP

NF«xB

NK
NLR

NOD

interleukina (ang. interleukin)

interleukina 1 beta (ang. interleukin 1-beta)

kinaza zwigzana z receptorem interleukiny-1 (ang. interleukin-1

receptor- associated kinase)

domeny bogate w reszty leucynowe (ang. leucine rich repeats)

czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéow (ang. macrophage

colony stimulating factor)

kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny (ang. mitogen- activated

protein kinases)

mieloidalne biatko réznicowania 2 (ang. myeloid differentiation protein

2)

bialko typu 5 zwigzane z r6znicowaniem si¢ czerniaka (ang. melanoma

differentiation-associated protein 5)

matrycowy RNA (ang. messenger ribonucleic acid)

biatko adaptorowe MyD88 (ang. myeloid differentiation primary

response gene 88)
niedrobnokomorkowy rak pluca

czynnik transkrypcyjny kB (ang. nuclear factor of kappa light chain

gene enhancer in B-cells)
komorki naturalni zabojcy (ang. natural killer)
receptory nod-podobne (ang. nod-like receptors)

domena oligomeryzacyjna wiazaca nukleotyd (ang. nucleotide-binding

oligomerization domain)
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NSCLC

PAMP

PBGD

PD-1

PE

PRM

PRR

qRT-PCR

RIG

RLRs

RNA

SCLC

SFTPAI

SIRPa

SP-A

TAM

TANK

niedrobnokomorkowy rak pluca (ang. non small-cell lung carcinoma)

wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen-associated

molecular patterns)
deaminaza porfobilinogenu (ang. porphobilinogen deaminase)

receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed death-1)

fikoerytryna (ang. phycoerythrin)
czasteczki rozpoznajgce wzorce (ang. pattern recognition molecules)
receptory rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition receptors)

fancuchowa reakcja polimerazy z analiza ilo$ci produktu w czasie

rzeczywistym (ang. quantitative real time polymerase chain reaction)

biatko dla genu kodujacego kwas retinowy (ang. retinoic acid inducible

gene)

receptory RIG-I-podobne (ang. RIG-I-like receptors)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
drobnokomorkowy rak ptuca (ang. small-cell lung carcinoma)

gen kodujacy biatko SP-A

biatko sygnatowe alfa (ang. signal regulatory protein o)

biatko A zwigzane z surfaktantem ptucnym (ang. surfactant-associated

protein A)

makrofagi zwigzane z nowotworem (ang. tumor associated

macrophages)

aktywator czynnika NFxB zwigzany z TRAF (ang. TRAF-associated
NF«kB activator)

13



TGF-B transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor

beta)
TIR domena receptora Toll/IL-1 (ang. toll/IL-1 receptor domain)
TIRAP biatko adaptorowe zawierajace domene TIR (ang. ftoll-interleukin 1

receptor (TIR) domain containing adapter protein)

TLR receptory toll-podobne (ang. foll-like receptors)
TNF-a czynnik martwicy nowotworu o (ang. tumor necrosis _factor o)
TRAF czynnik zwigzany z receptorem TNF (ang. tumor necrosis factor

receptor- associated factor)

TRAM czasteczka adaptorowa zblizona do TRIF (ang. TRIF-related adapter
molecule)
TRIF biatko adaptorowe zawierajace domen¢ TIR indukujaca IFN-B (ang.

TIR- domain-containing adapter-inducing interferon-f)

TTF-1 tarczycowy czynnik transkrypeyjny typu 1 (ang. thyroid transcription
factor type 1)

VEGF czynnik wzrostu §rédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial
growth factor)
WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
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WSTEP

1. Rak pluca

1.1. Epidemiologia

Wsréd wszystkich nowotwordow, rak pluca odpowiada za najwicksza liczbe zgonow
pacjentéw onkologicznych w krajach wysokorozwinigtych. W 2012 roku na calym $wiecie
zdiagnozowano ok. 1,8 mln nowych przypadkéw raka ptuc - stanowi to 12,9% wszystkich

zachorowan na nowotwory ztosliwe [1].

Rak pluca jest réwniez najczgstszym nowotworem zitosliwym w Polsce. Rocznie
z jego powodu umiera ponad 20 tys. osob. Z danych Krajowego Rejestru Nowotworow za
2013 rok wynika, iz zachorowania na raka ptuc stanowity 14% ze wszystkich 156,5 tys.
przypadkéw nowotworow zto§liwych wsrdd polskich pacjentow. Co istotne, od kilku lat rak
pluca jest roOwniez pierwsza przyczyng zgonOw nowotworowych wsrdd kobiet, a takze

obserwuje si¢ zwickszenie zachorowan u 0sob niepalacych [2].

Wedlug szacunkow autoréw raportu Polskiego Towarzystwa Onkologicznego pt. "Obecny
stan zwalczania nowotworow w Polsce”, ktéry ukazal si¢ w maju 2014, za 10 lat liczba

zgondéw z powodu raka ptuca moze wynie$¢ juz ponad 30 tys. przypadkéw rocznie [3].

1.2. Charakterystyka choroby i jej postacie histopatologiczne

Rak ptuca jest nowotworem pochodzacym z komoérek nabtonkowych drég oddechowych.
Rozwija si¢ najczgsciej w duzych oskrzelach lub obwodowo (lokalizujac si¢ na obwodzie
ptuca, blizej §ciany klatki piersiowej), rozprzestrzenia si¢ takze poprzez miejscowe naciekanie
anatomicznych struktur S$rodpiersia, przepony, optucnej oraz $ciany klatki piersiowe;.
Przerzuty raka pluca pojawiaja si¢ najczg¢sciej w wezlach chlonnych umiejscowionych
regionalnie, a w dalszej kolejno$ci w drugim ptucu, watrobie, mézgu oraz szpiku kostnym

[4].
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W praktyce wyrdznia si¢ dwa podstawowe podtypy histologiczne raka pluca. Pierwszy
podtyp, ktéry rozpoznawany jest w ok. 15% wszystkich przypadkdw nowotworéw zto§liwych
ptuc, to drobnokomorkowy rak ptuca (DRP, ang. small-cell lung carcinoma, SCLC). Jest to
nowotwor zbudowany z drobnych komodrek o charakterystycznym wygladzie jader
komoérkowych [5]. Wyrdznia go bardzo agresywny przebieg kliniczny. Wykazuje silny
zwigzek z paleniem tytoniu - do jego rozwoju rzadko dochodzi u kogos$, kto nigdy nie palit
1 nie byt narazony na bierne palenie [6]. Drugi podtyp to niedrobnokomoérkowy rak ptuca
(NDRP, ang. non small-cell lung carcinoma, NSCLC) rozpoznawany w 4 na 5 przypadkow
raka ptuca. NDRP ze wzgledu na histogenezg jest dzielony na 3 typy:

Rak ptaskonablonkowy - jest to najczgéciej centralnie zlokalizowany nowotwor
wykazujacy silny zwigzek z wieloletnim paleniem tytoniu. Ten typ histologiczny jest
spotykany u ok. 30% chorych na raka ptuca w Polsce [7]. Jego rozwoj jest zazwyczaj
poprzedzony stanami przednowotworowymi, takimi jak dysplazja nabtonka oddechowego,

czyli zmiana jego wygladu 1 funkcji.

Rak gruczotowy - moze wystepowac u 0sob niepalacych lub o niewielkiej ekspozycji na
dym tytoniowy, cze$ciej u kobiet, nierzadko u chorych w wieku 30-40 lat [8]. W Polsce
stanowi ok. 30% rozpoznan mikroskopowych raka pluca a jego czestos¢ rosnie
najprawdopodobniej wskutek powszechnego stosowania filtrow w papierosach. Posta¢ raka
ptuca najczesciej wystepujaca obwodowo, charakteryzujaca si¢ w badaniu mikroskopowym

tendencjg do tworzenia struktur przypominajacych gruczoly oraz obecnoscia $luzu.

Rak wielkokomoérkowy - nowotwor przypominajacy typem wzrostu dwa powyzsze typy
mikroskopowe, zbudowany z duzych komoérek niewykazujacych cech typowych dla rakow
ptaskonablonkowych ani rakéw gruczotowych. Stanowi ok. 5-10% rozpoznah
mikroskopowych raka pluc 1 moze by¢ zlokalizowany zardwno centralnie, jak

i obwodowo [9].
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1.3. Podstawowe mozliwosci terapeutyczne

Gléwna metoda leczenia pacjentow z NDRP w przypadku, ,korzystnej” lokalizacji
nowotworu i jego nierozprzestrzenieniu, jest leczenie chirurgiczne. Operacja polega na
catkowitej resekcji guza, wraz z otaczajacym migzszem ptucnym. Zabiegiem wykonywanym
w ramach chirurgii onkologicznej jest lobektomia, czyli usunigcie ptata pluca, w ktorym
zlokalizowany jest nowotwor. Radykalne leczenie chirurgiczne daje najlepsze wyniki, jednak
mozliwe jest do przeprowadzenia tylko u 15-20% chorych [10]. U pozostatych pacjentow,
ktérzy nie kwalifikujg si¢ do leczenia operacyjnego (np. z uwagi na bardziej zaawansowane
stadium nowotworu) stosuje si¢ radioterapi¢. Cytostatyki stasowane sg najczesciej jako
uzupelnienie zabiegu operacyjnego lub radioterapii — rzadziej jako chemioterapia
przedoperacyjna. W chemioterapii NDRP stosowane s3 leki nalezace do grupy pochodnych
platyny: cisplatyna lub karboplatyna oraz alkaloidy barwinka rézyczkowego: winblastyna
1 winorelbina. Obecnie w ramach chemioterapii stosuje si¢ kilka lekow podawanych tacznie
(chemioterapia wielolekowa). Skuteczno$¢ schematow wielolekowych jest o wiele wigksza
od terapii jednolekowej, jednak mozliwo$¢ zastosowania takiej ztozonej metody zalezy od

og6lnego stanu zdrowia pacjenta, kondycji i tolerancji dla danego schematu leczenia [11].

1.4. Nowe terapie NDRP

Chemioterapia stosowana obecnie w leczeniu chorych na raka pluca osiagneta lub zbliza
si¢ do pulapu swoich mozliwosci. Odkrycia mutacji genetycznych oraz immunologicznych
punktéw kontroli spowodowalo szybki rozwoj metod leczenia ukierunkowanego
molekularnie i immunoterapii. Metody te, powoli zastgpuja chemioterapi¢ u niektorych

chorych i w niektorych liniach leczenia [12].

1.4.1. Leczenie ukierunkowane molekularnie

W ciagu ostatniej dekady, postep w zakresie biologii molekularnej zmienit wiedze¢ na
temat zaburzen molekularnych w patogenezie raka ptuca. Identyfikacja genetycznej specyfiki

nowotworu 1 okreslenie celow molekularnych stanowi istotny krok w optymalizacji leczenia

tego schorzenia.
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Odkrycie roli mutacji w genie receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR)
w komorkach nowotworowych jako czynnika predykcyjnego dla leczenia inhibitorami kinazy
tyrozynowej, stanowitlo przelom w  podejsciu do indywidualizacji  leczenia
niedrobnokomoérkowego raka pluca. Zalezno$¢ ta, pozwolita na wyodrgbnienie grupy chorych
odnoszacych rzeczywiste korzys$ci kliniczne z zastosowanego leczenia ukierunkowanego na
receptory EGFR. Przyczynita si¢ réwniez do badan nad kolejnymi generacjami molekularnie
ukierunkowanych terapii, ktore stanowig dalszy krok w indywidualizacji post¢powania
terapeutycznego i prowadza do poprawy wynikéw leczenia przy akceptowalnym profilu
toksyczno$ci. U pacjentow z obecnoscig mutacji aktywujacej EGFR stosuje si¢ inhibitory

kinaz biatkowych, glownie: gefitynib, erlotynib i afatynib [13].
1.4.2. Immunoterapia

Immunoterapia stanowi przetom w leczeniu onkologicznym, poniewaz
wykorzystuje naturalny system obronny organizmu do walki z rakiem. Komorki
nowotworowe maja wiele cech wspdlnych ze zdrowymi komoérkami, dlatego czesto uktad
odpornosciowy nie moze odrozni¢ komodrek prawidlowych od atypowych [14]. Dane
literaturowe wykazuja, iz wydluZzenie przezycia chorego jest silnie zwigzane
z przeciwnowotworowa odpowiedzig immunologiczng. Wyzsza liczba limfocytow T CD4",
CD8', komoérek NK i/lub komérek dendrytycznych jest $ciSle zwigzana z lepszym
rokowaniem pacjenta [15,16]. Nowe strategie immunoterapeutyczne raka pluca sg gléwnie
ukierunkowane na szlaki punktow kontrolnych. Jednym z przyktadéw jest blokada receptora
CTLA-4. Receptor CTLA-4 to transmembranowe biatko, odpowiadajace za hamowanie
funkcji limfocytow T. Dziala przede wszystkim poprzez konkurowanie z czasteczka
kostymulatorowa CD28 o wigzanie czasteczek CD80 i CD86 na komorkach APC, blokujac
tym samym aktywujacy limfocyty sygnat kostymulatorowy. CTLA-4 wykazuje wigksze
powinowactwo do CD80/CD86 niz CD28, co umozliwia skuteczng supresj¢ limfocytow.
CTLA-4 ulega ekspresji na konwencjonalnych limfocytach T CD4+ i CD8+ po stymulacji
receptora TCR, zapobiegajac zbyt silnej reakcji odpornos$ciowej na wczesnych etapach
aktywacji. Odpowiada takze za supresorowe funkcje regulatorowych limfocytow T CD4+
CD25+ FoxP3+. Wazna role¢ CTLA-4 w regulacji uktadu odpornosciowego potwierdza silnie
autoimmunizacyjny, letalny fenotyp myszy knock-out CTLA-4—/— [17]. Zgodnie z teoria,
blokada receptora CTLA-4 przez przeciwciata monoklonalne powinna utrzymywac limfocyty

T w stanie aktywacji 1 doprowadzi¢ do amplifikacji odpowiedzi odpornosciowej
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w organizmie. Tym samym wzmocnieniu powinna ulec odpowiedZ przeciwnowotworowa, co
stanowi podstawe klinicznego zastosowania przeciwcial monoklonalnych anty-CTLA-4
w immunoterapii nowotwordw. Przyktadowym przeciwciatem anty-CTLA-4 jest Ipilimumab,
ktéry w badaniach klinicznych, stosowany byt u pacjentéw z niedrobnokomoérkowym rakiem
ptuca w stopniu zaawansowania IIIb lub IV. Ipilimumab w skojarzeniu z chemioterapia
znaczaco wydtuzal catkowite przezycie chorych oraz czas wolny od progresji choroby [18].
Podobne wyniki naukowcy otrzymali stosujac u chorych z gruczolakorakiem ptuc
Nivolumab, ktory jest przeciwciatem monoklonalnym przeciwko receptorowi PD-1 [19].
Podobnie jak w przypadku CTLA-4, podstawowa rolg receptora PD-1 jest hamowanie funkcji
limfocytéw T na skutek zwigzania jednego z ligandow na komodrce APC, co doprowadza do
spowolnienia metabolizmu komorki, tym samym pozbawiajac limfocyty ich funkcji
efektorowych [20]. Zahamowaniu ulega wytwarzanie takich cytokin jak IFN-y, IL-2 czy
TNF-a, obnizeniu ulega ilo$¢ antyapoptotycznego biatka Bel-xL [21].

2. Nowotworowy wysiek oplucnowy

2.1. Charakterystyka ogolna

W fizjologicznych warunkach w jamie optucnej znajduje si¢ okoto 10 ml ptynu
optucnowego [22]. Plyn ten wytwarzany jest jako przesacz z naczyh mikrokrazenia optucne;j
$ciennej zaopatrywanej w krew przez krazenie systemowe. Przeptyw ptynu pomiedzy
przestrzenia wewnatrznaczyniowa a jamg oplucnej zalezy od roznicy ci$nienia
hydrostatycznego 1 onkotycznego w tych przestrzeniach [23]. Nowotworowy wysiek
optucnowy jest powiklaniem, ktére wystepuje w 30% przypadkéw raka ptuca, ale moze
pojawi¢ si¢ tez w przypadku innych nowotwordéw, takich jak rak piersi czy chioniaki.
Nowotworowy wysiek oplucnowy moze by¢ pierwsza oznaka choroby lub pojawi¢ sie
dopiero w stadium terminalnym, lecz zawsze wiaze si¢ ze ztym rokowaniem. Sredni czas
przezycia chorego na raka ptuca od momentu pojawienia si¢ wysieku to okoto pdt roku [24]

(Ryc.1).
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Rycina 1. Wysigk optucnowy z komoérkami niedrobnokomoérkowego raka ptuca. (H+E

x1000).

2.2. Aspekt immunologiczny

Pod wzgledem cytologicznym wysieki mozemy podzieli¢ na bogatokomorkowe
i skapokomodrkowe, a w zaleznosci od rodzaju wystepujacych w nich populacji na
monomorficzne lub polimorficzne [25]. W fizjologicznym ptynie optucnowym zdecydowana
wiekszos¢ komorek to makrofagi (ok. 3/4) oraz limfocyty (ok. 1/4), obecne sg tez komorki
mig¢dzyblonka [26]. Natomiast w stanach patologicznych, w ptynie znajduja si¢: makrofagi,
monocyty, granulocyty obojetnochtonne, granulocyty kwasochtonne, limfocyty oraz komoérki
mi¢dzybtonka [27]. Obecno$¢ tak licznych 1 réznorodnych komorek ukladu
immunologicznego sprawia, ze w mikrosrodowisku wysigku zwigksza si¢ wytwarzanie wielu
mediatoréw mig¢dzykomorkowych takich jak: TNF-a, TGF-B, VEGF, IL-18, IL-6, IL-10 czy
IL-12p70. Wazna rol¢ w aktywacji ekspresji gendéw cytokin prozapalnych w tym
mikrosrodowisku odgrywaja komérkowe receptory rozpoznajace wzorce. Wysiek ze wzgledu
na plynne, pozbawione barier tacznotkankowych §rodowisko, stanowi dogodne miejsce do
przezycia, wzrostu 1 rozprzestrzeniania si¢ komorek pochodzacych z przerzutéw nowotworu

z ogniska pierwotnego [28].
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3. Receptory rozpoznajace wzorce

Na przelomie dwoch ostatnich dekad, wiele badan wykazalo istnienie sieci receptorow
rozpoznajacych wzorce (ang. Pattern Recognition Receptors, PRRs). Receptory te reguluja
wrodzong odporno$¢ immunologiczng oraz determinuja funkcje odporno$ci immunologiczne;j
nabytej [29]. PRRs wptywaja rowniez na utrzymanie homeostazy tkanek poprzez ich naprawe
i regeneracje [30]. Receptory rozpoznajace wzorce mozna podzieli¢ na trzy gtowne grupy:
receptory rozpuszczalne (wydzielnicze), receptory powierzchniowe oraz receptory
wewnatrzkomorkowe. Wydzielane receptory rozpoznajace wzorce to najczesciej opsoniny,
ktore przylaczajac si¢ do powierzchni drobnoustrojéw wspomagaja proces fagocytozy.
Najlepiej poznanymi przyktadami tych receptoréw sa kolektyny oraz pentraksyny [31].
Powierzchniowe receptory rozpoznajagce wzorce to glownie receptory makrofagow
uczestniczace w fagocytozie: receptory zmiatacze (ang. scavenger receptors), receptory
lektynowe oraz niektore integryny [32]. Wewnatrzkomorkowe receptory rozpoznajace wzorce
wystepuja w cytoplazmie oraz w potaczeniu z btonami siateczki $rédplazmatycznej. Ich
funkcja to przede wszystkim wykrywanie zakazef drobnoustrojami wewnatrzkomorkowymi.
Do tej grupy naleza receptory rozpoznajace bakterie NOD-podobne (ang. nod-like receptors,
NLRs), gtownie cytozolowe biatkka NODI1 i NOD2, znane jako aktywatory kaspaz oraz
czynnika transkrypcyjnego NFxB. Druga wazng grupa wewnatrzkomérkowych receptoréw
rozpoznajacych wzorce tworza receptory RIG-podobne (ang. rig-like receptors, RLRs)
rozpoznajace podwojng ni¢ wirusowego RNA. Przedstawicielami RLRs sa biatka RIG-1
1 MDAS [33, 34]. Najwigksza a zarazem najlepiej poznang grupg receptorOw rozpoznajacych
wzorce sg receptory TOLL-podobne (ang. toll-like receptors, TLRs), ktore moga by¢ zarowno

receptorami powierzchniowymi jak i wewnatrzkomorkowymi [35].

3.1. Receptory Toll-podobne

Po raz pierwszy receptory Toll zidentyfikowano u muszki owocowej (tac. Drosophila
melanogaster). Nazwg¢ ,,Toll” nadano zmutowanemu genowi, ktoéry koduje receptor
uczestniczacy w rozwoju embrionalnym owada. Kilkanas$cie lat pdZzniej, immunolodzy Bruce
A. Beutler oraz Jules A. Hoffmann odkryli na komoérkach ssakoéw receptory o podobnej
budowie i funkcjach, za co w 2011 roku zostali uhonorowani nagroda Nobla [36]. Receptory
Toll-podobne zalicza si¢ do grupy glikoproteinowych receptoréw transbtonowych o masie
90-115 kDa [37], posiadajacych czg$ci: zewnatrzkomoérkowa, transblonowa oraz

cytoplazmatyczng. Cze$¢ zewnatrzkomoérkowa receptora zbudowana jest z domen bogatych
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w reszty leucynowe (LRR), natomiast cz¢$¢ cytoplazmatyczna zawiera domeng wykazujaca
wysoka homologie z receptorem IL-1RI1, przez co nazwano ja domeng TIR (Toll-IL-1
receptor) [38]. Receptory TLR wystepuja na powierzchni blony komoérkowej (TLR1, TLR2,
TLR4, TLRS, TLR6, TLR10, TLR11), jednakze niektore zakotwiczone sa wewnatrz blony
pecherzykow cytoplazmatycznych (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) [39]. Pod wzgledem
strukturalnym receptory Toll-podobne moga tworzy¢ homodimery (dwa identyczne receptory
TLR) lub heterodimery (para réznych receptoréw TLR) [40]. Ekspresja receptorow TLR
wykazana zostata na powierzchni komoérek dendrytycznych, komoérek tucznych, makrofagow,
limfocytow B, eozynofilow, neutrofilow, a takze na komdrkach nablonkowych, adipocytach,
fibroblastach, komoérkach $rodbtonka naczyn, kardiomiocytach oraz keratynocytach [41].
Obecnos¢ receptorow TLR potwierdzono rowniez na powierzchni komoérek nowotworowych
[42,43]. Potaczenie liganda z receptorem TLR, zapoczatkowuje proces transdukcji sygnatlu
w kierunku gendéw, w ktorych promotorach znajduja si¢ sekwencje pobudzane przez
odpowiednie czynniki transkrypcyjne aktywujace proces ekspresji tych genéw. W pierwszym
etapie dochodzi do dimeryzacji receptora, nastepnie do domeny TIR przytacza si¢ jedno
z czterech bialek adaptorowych: MyD88, TIRAP/Mal, TRIF/TICAM lub TRAM/TICAM?2.
Rodzaj przylaczanego bialka zalezy od rodzaju receptora TLR, a takze od rodzaju aktywacji
czynnikow transkrypcyjnych szlaku MyD88-zaleznego lub MyD88-niezaleznego [44].

3.1.1. Receptory TLR zwiazane z rakiem pluca

Dostepne sg wyniki obszernych badan na temat zalezno$ci pomigdzy receptorami
Toll-podobnymi a rakiem ptuca. Wykazano zwigzek pomigdzy wysoka ekspresja mRNA
TLR1-10 u pacjentow z NDRP a dtuzszym czasem przezycia chorych [45]. W pordwnaniu do
tkanek kontrolnych, zaobserwowano wyzszy sygnal immunohistochemiczny dla TLR3, -4, -7,
-8 1 -9 w komorkach raka pluca [46,47,48]. Badania in vitro z wykorzystaniem linii
komoérkowych NDRP (A549 i NCI-H1299) wykazaly, iz ucieczka komorek nowotworowych
spod nadzoru immunologicznego, moze odbywac si¢ poprzez receptor TLR4, ktory aktywuje
produkcje cytokin immunosupresyjnych [49]. Doniesienie to potwierdzily inne badania
wykazujace, iz niski poziom rozpuszczalnej formy TLR4 (sTLR4) w surowicy chorych, jest
ztym markerem prognostycznym we wczesnej fazie NDRP [50]. Badania nad miRNA
réwniez wykazaly zwiagzek receptorow TLR z rakiem pluca. TLR4 i TLRY zwigkszaja
ekspresje miR-21 oraz miR26a w komodrkach nowotworowych [51, 52]. Jedno z niewielu

badan nad TLR1 w raku pluca, wykazato, iz miR15a/16 hamuje TLR1, co prowadzi do
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zahamowania rozwoju raka phluca [53]. Zhou i1 wsp. dowiedli, ze brak TLRS5 sprzyja
wzrostowi komorek linii A549. Natomiast przy obecnosci TLRS, zastosowanie agonisty tego
receptora CBLB502, prowadzi w modelu mysim do zahamowania wzrost komérek A549
[54]. Cherfils-Vicini 1 wsp. powigzali receptor TLR7 i TLR8 ze stanem zapalnym, rozwojem
nowotworu oraz jego chemioopornoscig. Badacze Ci, wykazali wysoka ekspresja TLR7
1 TLR8 w komorkach raka ptuca oraz stwierdzili, ze ligacja TLR7 z loxorybing lub TLRS
z polyU aktywuje szlak NF-xB oraz zwicksza ekspresj¢ genu kodujacego
przeciwapoptotyczne biatko Bcl-2 [55].

Najnowsze badania kliniczne, skupiaja si¢ na pobudzeniu uktadu odpornosciowego
chorych na raka ptuca poprzez stymulacj¢ receptora TLR9. TLRO ulega silnej ekspresji na
ludzkich limfocytach B, monocytach oraz komorkach dendrytycznych a takze w niskim
stopniu na pneumocytach. Komoérki dendrytyczne aktywowane poprzez agonistow dla TLR9,
moga wychwytywac i1 przetwarza¢ antygeny nowotworu w wyniku czego, zwigksza si¢
ekspresja czasteczek MHC oraz czasteczek kostymulujacych. W wezle chlonnym dochodzi
do prezentacji antygenu limfocytom, ktore w krazeniu ogoélnoustrojowym moga szybko
1 sprawnie rozpoznawa¢ komorki nowotworowe (Ryc.2) [56]. Obecnie prowadzone sg proby
kliniczne z zastosowaniem dwoch agonistow TLR9: IMO-2055 (faza IT) oraz MGN1703 (faza
I). Stwierdzono mozliwg skuteczno$¢ agonistow TLR9 w leczeniu niedrobnokomdrkowego
raka ptuca stosowanych samodzielnie lub w polaczeniu z erlotynibem (inhibitor EGFR)

1 bewacizumabem (inhibitor VEGFA) [57, 58].
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4. Ligandy dla receptorow rozpoznajacych wzorce

Wigzanie si¢ ligandéw z receptorami TLR odgrywa znaczaca role we wrodzonej oraz
nabytej odporno$ci immunologicznej organizmu a takze w przebiegu infekcji lub uszkodzenia
tkanek [59]. Ligandy receptorow Toll-podobnych mozna podzieli¢ na egzogenne nazywane
wzorcami molekularnymi zwigzanymi z patogenami (ang. Pathogen-associated molecular
patterns PAMPs) oraz na endogenne, nazywane wzorcami molekularnymi zwigzanymi
z uszkodzeniem (ang. Damage-associated molecular patterns DAMPs). W trakcie
kancerogenezy i1 niekontrolowanej $mierci komorek, DAMP i PAMP mogg aktywowaé
receptory TLR wywolujac przewlekly stan zapalny. Ligacja receptorow Toll-podobnych
wywotuje aktywacje ekspresji szlakow sygnatowych NF-xB i MAPK. Wynikajacy z tego
wzrost poziomu cytokin oraz chemokin ma istotng rolg¢ w procesie progresji nowotworu

(Ryc. 3) [60].
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Rycina 3. OdpowiedZ mikrosrodowiska nowotworu na ligacj¢ receptorow TLR
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4.1. Wzorce molekularne zwiazane z zagrozeniem (PAMP)

Receptory Toll podobne odgrywaja bardzo wazna rol¢ w odpowiedzi odpornosciowej
organizmu zainfekowanego drobnoustrojami, poprzez rozpoznawanie ich struktur zwanych
wzorcami molekularnymi zwigzanymi z patogenami (PAMP). Wsrdéd rozpoznawanych
struktur molekularnych mikroorganizméw mozna wyrdzni¢: bakteryjne komponenty $ciany
komoérkowej (lipopolisacharyd, peptydoglikan, kwasy lipotejchojowe, lipoproteiny),
bakteryjne oraz wirusowe kwasy nukleinowe, komponenty §ciany komoérkowej grzybow
(B-glukan) oraz inne wysoce konserwatywne bialka. Rozpoznanie konkretnego PAMP
skutkuje aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych oraz ekspresja genéw kodujacych mediatory
reakcji zapalnej. Zwigksza si¢ synteza TNFa, IL-1, IL-6 oraz innych czynnikow o dziataniu

chemotaktycznym, co w duzej mierze ogranicza szerzenie si¢ powstatej infekcji [61].

4.2. Wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem (DAMP)

Elementy nieswoiste i swoiste uktadu odporno$ciowego moga by¢ aktywowane réwniez
przez endogenne sygnaly pochodzace z uszkodzonych, nekrotycznych czy poddanych na
dziatanie stresu komoérek organizmu. Czynniki, ktére sygnalizuja takie ,,niebezpieczenstwo”
to alarminy, nazywane roéwniez wzorcami molekularnymi zwigzanymi z zagrozeniem
(ang. Danger-associated molecular patterns, DAMPs) [62]. Ligacja DAMP z receptorami
TLR wymaga obecno$ci dodatkowych czasteczek. W zaleznoséci od ich rodzaju, mozemy
wyrdzni¢ cztery grupy DAMP [63]. Pierwsza grupa wymaga do polaczenia si¢ z receptorem
TLR czasteczki CD14 oraz MD-2. Zalicza si¢ do niej agonistow receptorow TLR2 i TLR4 jak
np. HSP60, HSP70 czy biglikan, a takze aktywatory TLR4 jak LDL czy biatko S100
[64,65,66]. Druga grupa wymaga jako koczasteczki wylacznie CD14 — w ten sposob lacza
biatka A 1 D zwigzane z surfaktantem ptucnym oraz laktoferryna [67,68,69]. Trzecia grupa
obejmuje DAMP, ktéore w celu ich rozpoznania przez receptor angazuja tylko MD-2.
Przedstawicielem tej grupy jest HMGBI, aktywator TLR2 i TLR4 [70]. Do ostatniej grupy
zalicza si¢ wszystkie pozostate DAMP, ktore do ligacji potrzebuja czasteczek innych niz
CDI14 i MD-2. Zadaniem wielu wzorcow molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem jest
pobudzenie uktadu odpornosciowego w stanie rozwijajacego si¢ procesu chorobowego.
Jednak pojawienie si¢ ich w duzej ilo$ci moze spowodowac przewlekta aktywacje receptoréw
TLR, czym przyczyniaja si¢ do powstania lokalnych ognisk zapalnych oraz moga inicjowaé

niektore choroby [63].
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4.3. Ligandy dla receptorow rozpoznajacych wzorce w przebiegu raka pluc

Najlepiej poznane DAMP oraz ich wplyw na rozwd] NDRP zostaly omdéwione w ponizszej

tabeli (Tab.1).

DAMP TLR Mechanizm Wplyw na NDRP
Ligacja ’znaczqco Irlan.quje przeksztalceyie s%@ Negatywny
monocytdow w komorki dendrytyczne, indukuje .
HSP27 . . . , Progresja nowotworu
TLR3 natomiast polaryzacje w kierunku makrofagow feo .
[71] L . poprzez rozwoj sieci
M2.Wzrost migracji oraz angiogenezy nowotworu nacZVRiowe: ouza
(poprzez VEGF) Y 18
Stymulacja TLR2 na ludzkich limfocytach T Negatywny
CD45RO+ oraz CD45RA+, skutkuje zwigkszona  Progresja zalezna od
HSP60 . . ; S . .
172] TLR2 adhezja oraz redukcja chemotaksji (obnizenie nieprawidtowego
ekspresji receptorow dla chemokin CXCR4 funkcjonowania
1 CCR7) limfocytow T
HSP70 TLRY/ Indukcje.L cytolityczrllej .aktywnos'ci. limfocytéw T . ,
(73] TLR4 pomocniczych zaleznej od uwalniania granzymu Cytoliza komorek
B) nowotworowych
HMGBI TLR4 Stymulacja dojrzalych komoérek dendrytycznych
[74] do prezentacji antygenéw nowotworowych Immunostymulacja
. . . Negatywny
Interakcja z  TLR4  sprzyja  rozwojowi -
S100A%/ ogolnoustrojowej reakcji autoimmunologicznej Rozwo) nowotwory
S100A9 TLR4 ktg' Y tJ ) niJ oo otgoro ) oraz sktonnosci do
ra r -
[75] ° worzy S P wotworowa tworzenia si¢

w mikrosrodowisku ptuc

przerzutow

Tabela 1. Wybrane DAMPs oraz ich wplyw na rozw6j NDRP
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5. Wybrane geny zaangazowane w kancerogeneze¢

5.1. Bialka regulujace apoptoz¢ —- BAX i BCL2

Apoptoza to genetycznie kontrolowana §mier¢ komorek. Proces ten moze by¢ wywolany
przez zewngtrzne lub endogenne czynniki i jest uruchamiany autonomicznie przez organizm.
Gltowng funkcjg apoptozy jest utrzymanie homeostazy w organizmie poprzez umozliwienie
eliminacji nieprawidtowych, uszkodzonych lub zainfekowanych komoérek. Gdy dochodzi do
nieprawidlowej apoptozy, moze zainicjowac¢ si¢ tworzenie komorek nowotworowych [76].
Proces apoptozy mozna podzieli¢ na cztery etapy: faza sygnatow wstepnych, faza kontrolno-
decyzyjna, faza wykonawcza i faza uprzatania. Na poczatku, na powierzchni komorki
pojawiaja si¢ wypuktosci, powodujac utrate kontaktu komorki z otaczajagcymi innymi
komoérkami i macierza zewnatrzkomérkowa. Nastgpnie komodrka kurczy sie, a DNA ulega
fragmentacji. Powstaja cialka apoptotyczne z organellami komoérkowymi, ktore nastepnie sa
fagocytowane przez makrofagi [77]. Po wchlonigciu komorki, cytotoksyczno$¢ makrofagow
zmniejsza si¢ 1 wydzielaja one mediatory ufatwiajagce wzrost komoérek rakowych [78].
Apoptoza regulowana jest przez sie¢ biatek regulatorowych. Istnieja dwie grupy czasteczek,
ktére charakteryzujg si¢ dzialaniem proapoptotyczny oraz antyapoptotycznym. Najsilniejszym
inhibitorem apoptozy jest BCL-2. BCL-2 jest glownym biatkiem hamujacym apoptoz¢ na
szlaku receptora Fas. Jego nadekspresja jest odpowiedzialna za oporno$¢ guzéw na
radioterapi¢ i chemioterapi¢. BCL-2 moze réwniez dziata¢ jako protoonkogen promujacy
rozw0j komorek rakowych [79]. Biatko BAX przyspiesza apoptozg, poprzez tworzenie porow
w blonie zewngetrznej mitochondrium, przez co zwigksza jej przepuszczalno$¢. Ekspresja

genu BAX jest regulowana przez biatko p53.

5.2. TTF-1

Tarczycowy czynnik transkrypcyjny typu 1 jest regulacyjnym czynnikiem transkrypcji dla
specyficznych tkankowo genéw, np. TG (gen tyroglobuliny) czy TPO (gen peroksydazy
tarczycowej). Ulega ekspresji gtéwnie w komodrkach nabtonkowych pluc i tarczycy.
Wykazano przydatno$¢ oznaczania obecnosci TTF-1 do odroznienia pierwotnego
gruczolakoraka ptuca od innych nowotworéw, ktére daty przerzuty do pluca [80]. Ekspresje
TTF-1 czgdciej stwierdza si¢ w drobnokomérkowym raku phuc i1 gruczolakoraku niz w raku

ptaskonablonkowym [81]. Doktadna rola TTF-1 w kancerogenezie pluc pozostaje
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niewyjasniona. Uwaza si¢, ze TTF-1 moze promowaé rozwdj nowotworu poprzez regulacje

szybkosci 1 aktywnosci proliferujacych komorek.

5.3. Cytokiny

Cytokiny s3a biatkami, ktore odgrywaja rol¢ mediatorow w  komunikacji
mi¢dzykomorkowej. Ich gldéwnym zadaniem jest regulacja homeostazy uktadu
odpornosciowego. Cytokiny s3a réwniez odpowiedzialne =za indukcje odpowiedzi
immunologicznej przeciwko nowotworom. Jedng z najwazniejszych cytokin jest interleukina-
6. Stymuluje ona wzrost komoérek oraz produkcje bialek ostrej fazy [30]. Ponadto
Interleukina-6 moze by¢ autokrynnym lub parakrynnym czynnikiem wzrostu dla komoérek
wielu linii nowotworéw. IL-6 wptywa réwniez na ekspresje biatek regulujacych apoptoze,
glownie zwigkszajac ekspresje biatek z rodziny BCL-2. Cytokina ta stymuluje roéwniez
angiogenez¢ oraz jest niezbednym czynnikiem w tworzeniu si¢ nowotworowych wysickow do
optucnej. Bardzo istotng cytoking jest rowniez czynnik martwicy nowotworéw: TNF-a.
Dziatanie TNF-a na poziomie komdrkowym sprowadza si¢ do indukowania syntezy cytokin,
zwlaszcza interferonu gamma, IL-1, IL-6. Kolejng rola TNF-a w organizmie jest
aktywowanie cytotoksycznych funkcji monocytow i makrofagdéw, a takze stymulowanie
uwalniania neutrofilow ze szpiku oraz stymulowania ich wlasciwosci cytotoksycznych
1 bakteriobdjczych. Niezwykle istotng funkcjag TNF-a jest aktywno$¢ przeciwnowotworowa.
Wykazano, ze ludzki czynnik martwicy nowotworu indukuje immunologiczng odpowiedz
przeciwko komoérkom nowotworowym, a takze wykazuje bezposrednie dzialanie
cytotoksyczne. Jednocze$nie czynnik martwicy nowotworéw moze indukowad
przerzutowanie komorek rakowych. Takie przeciwstawne dziatanie TNF-o zwigzane jest ze
stezeniem tej cytokiny w mikrosrodowisku guza. Niskie stezenia TNF-o sprzyjaja
powstawaniu przerzutdw, za§ wyzsze prowadza do apoptozy 1 S$mierci komorek

nowotworowych [82].
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6. Surfaktant

6.1. Funkcja i struktura surfaktantu plucnego

Jednym z DAMP, ktore wydaje si¢ mie¢ niezwykle istotny wptyw na rozwoj 1 przebieg
niedrobnokomoérkowego raka ptuca jest biatko SP-A. Surfaktant plucny, to endogenna
substancja, ktorej gtowna funkcja jest obnizanie napigcia powierzchownego i stabilizacja
drzewa oskrzelowego. Surfaktant sktada si¢ w okoto 90% z lipidow 1 10% bialek (okoto 1/2
to biatka specyficzne dla surfaktantu, pozostata 1/2 to zanieczyszczone bialka osocza lub
inne). Podstawowe klasy fosfolipidéw obecnych w surfaktancie endogennym to:
dwupalmitynofosfatydylocholina ~ (DPPC),  utlenowana  fosfatydylocholina  (PC),
fosfatydyloglicerol i fosfatydyloetanolamina. Specyficzne biatka surfaktantu to: SP-A, SP-B,
SP-C i SP-D (ryc.4). Biatka SP-A i SP-D to duze bialka hydrofilowe natomiast SP-B i SP-C
to biatka mate, silnie hydrofobowe. Biatka surfaktantu A oraz D nalezg do rodziny kolektyn
[83].

4 Dwupalmitynofosfatydylocholina

& Utlenowana fosfatydylocholina

/ SP-A

“ Fosfatydyloglicerol

“Fosfatydyloseryna
SP-D
“ Naturalne lipidy
“ Inne lipidy \ —
SP-C
Biatko

Rycina 4. Procentowy udzial sktadnikéw tworzacych strukture surfaktantu ptucnego
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6.2. Kolektyny

Kolektyny zalicza si¢ do czasteczek rozpoznajacych wzorce molekularne (PRM).
Dotychczas najlepiej poznanymi kolektynami sg biatka wigzace mannozg (MBL), sktadnik
C1q dopelniacza oraz biatka surfaktantu A i D. Struktura kolektyn obejmuje cztery regiony
(Ryc.5). Region N-koncowy, zawierajacy mostki dwusiarczkowe, pozwala na przeksztatcanie
monomeréw w oligomery wyzszych rzedow (dimery, trimery, tetrametry). Domena
kolagenopodobna, ktéra charakteryzuje powtarzalna sekwencja Gly-Xaa-Yaa, zdolna jest do
trimeryzacji. Krotka, zwojowa domena a-helikalna (szyjka), inicjuje trimeryzacj¢. Region
C-koncowy to domena lektynowa, okre$lana réwniez jako zalezna od wapnia domena
rozpoznajaca weglowodany CRD (ang. Carbohydrate recognition domain). Domeny CRD
moga wigzac si¢ z roznymi weglowodanami znajdujacymi si¢ na powierzchni np. bakterii.
Interakcja ta prowadzi¢ moze do aglutynacji bezpos$redniej, opsonizacji, fagocytozy lub

aktywacji uktadu dopetniacza na drodze lektynowe;j [84].

Domena C-koniec
N-koniec Domena kolagenopodobna o-helikalna  (Domena lektynowa, CRD)

[ | | | | |
- eeeeeenddEE>

Rycina 5. Struktura kolektyny (monomer)

6.3. Bialko A zwiazane z surfaktantem plucnym

6.3.1. Struktura SP-A

SP-A jest duzym, oligomerycznym biatkiem o masie okoto 650 kDa. Sklada si¢ z 18
strukturalnie identycznych podjednostek. Posta¢ monomeryczna ma dlugo$¢ okoto 228
aminokwasow, przyblizong mase czasteczkowa wynoszaca 28 000 Da i strukturg kolektyny.
Kilka modyfikacji potranslacyjnych, w tym glikozylacja, sulfonylacja i hydroksylacja proliny,
daje monomeryczne biatko o heterogennej masie czasteczkowej w zakresie od 30 do 40 kDa.

Funkcjonalna posta¢ SP-A jest osiggana poprzez laczenie si¢ domen kolagenopodobnych
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w zlozong struktur¢ oktadekameryczng, ktora wizualnie przypomina ,bukiet kwiatow”,

w ktérym N-koniec i domena kolagenopodobna tworza wspdlnie todyge [85] (Ryc.6).

x3

MONOMER TRIMER OKTADEKAMER

Rycina 6. Struktura biatka SP-A

Prawie wszystkie czasteczki SP-A s3 potacone z fosfolipidami. CRD i domena
a-helikalna s3 waznymi domenami biatlkowymi zaangazowanymi w oddzialywanie SP-A
z lipidami. SP-A wybidrczo oddziatuje z dwupalmitynofosfatydylocholing (DPPC), glownym
lipidem surfaktantu ptucnego. Interakcja DPPC z SP-A prowadzi do zmiany konformacji
czasteczki biatka, ktora skutkuje znaczaca ochrong SP-A przed degradujacym wpltywem
trypsyny. Oddzialywanie SP-A z pegcherzykami fosfolipidowymi indukuje agregacje
pecherzykow w obecnosci Ca®" lub H'. SP-A indukuje rdéwniez agregacje liposomow
zawierajagcych SP-B lub SP-C. Zwigzek SP-A z lipidami wydaje si¢ by¢ niezbedny do
konwersji agregatow lipidowych z postaci wielowarstwowych, obecnych w pecherzyku
egzocytarnym, do zdyspergowanych uporzadkowanych uktadéw znanych jako mielina
tubularna. Ta fizyczna transformacja wymaga réwniez hydrofobowego biatka
powierzchniowo czynnego SP-B oraz Ca®" SP-A w potgczeniu z SP-B zwicksza adsorpcje

lipidéw wzdtuz granicy powietrze-ciecz [86].
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6.3.2. Warianty genetyczne bialka SP-A

Istnieja dwa funkcjonalne geny biatka SP-A: sftpal 1 sftpa2, ktéore koduja
odpowiednio biatko SP-A1 i SP-A2. Chociaz ludzkie SP-A1l i SP-A2 maja 96% stopien
podobienstwa na poziomie biatka, geny te sg regulowane w réznych mechanizmach [87]
1 maja niewielkg roznice w swoich funkcjach [88]. SP-A2 wykazuje wyzszy poziom
aktywnosci niz SP-A1 pod wzgledem zdolnosci do indukcji produkcji cytokin prozapalnych,
najprawdopodobniej ze wzgledu na wigksza stabilno$¢ tego biatka [89,90]. Istnieje wiele
wariantow polimorficznych SP-A. Najpopularniejszy, polimorfizm pojedynczego nukleotydu
(SNP), ktory charakteryzuje allel 6A4 biatka SP-Al, stwierdzono z wysoka czestoscia
w idiopatycznym widknieniu pluc [91]. Pltyn z plukania oskrzelowo-pecherzykowego (BAL)
od ludzi heterozygotycznych pod wzgledem mutacji missense w sftpa2, ktéra zmienia
guaning w pozycji 231 na waling (G231V) zawiera wiecej transformujacego czynnika
wzrostu TGF-B1 niz probki kontrolne. Stwierdzono, iz ekspresja zmutowanego SP-A2
w komorkach nabtonka plucnego prowadzi do wydzielania dodatkowych ilosci TGF-B1,

zdolnego do autokrynnej i parakrynnej sygnalizacji [92].
6.3.3. Receptory komorkowe dla bialka SP-A
Poszukiwanie receptorow dla SP-A jest przedmiotem badan od przeszto dwéch dekad.
Bialtka surfaktantu sa "lepkie" i silnie wigzg lipidy oraz ligandy biatkowe, dlatego tez istnieje
wiele r6znych receptoréw dla tych struktur (Ryc.7).
6.3.3.1. Receptor Clq dla fagocytozy (C1qRp, CD93)
Glikoproteina o masie 126 kDa okre$lona jako C1qRp (CD93), odgrywa wazng role

w usuwaniu patogenow i komplekséw immunologicznych za posrednictwem C1q/MBL/SP-A

poprzez fagocytoze [93].
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6.3.3.2. Regulatorowe bialko sygnalowe SIRPa oraz kompleks CD91-kalretikulina

SP-A  moduluje funkcje komorkowe poprzez biatko SIRPa, a takze kompleks
CDO91-kalretikulina. SP-A réznicowo angazuje albo CDO91-kalretikuling albo SIRPa,
w zaleznosci od tego, czy domena lektynowa SP-A jest zwigzana. Na przyktad,
w nieobecnosci patogenu, SP-A wigze si¢ przez swoja domene lektynowa z SIRPa. Natomiast
w obecnos$ci obcego organizmu lub szczatkow komorkowych, do ktérych wigze si¢ domena
lektynowa SP-A, wolny region kolagenopodobny aktywuje uktad immunologiczny poprzez
kalretikuling-CD91. Co wazne, zaangazowanie réznych receptorow wywoluje rézne reakcje.
Kiedy SP-A wigze si¢ z SIRPa, hamowana jest aktywacja szlaku NF-kB. Natomiast kiedy
receptorem jest kompleks CDO91-kalretikulina, nastgpuje aktywacja jadrowego czynnika

transkrypcyjnego beta [94].

6.3.3.3. Receptory TLR2 i TLR4

Aktywacja receptorow TLR powoduje kaskade reakcji immunologicznych, ktorych
kulminacja jest wytwarzanie cytokin takich jak TNF czy interleukiny. Guillot i wsp.
zaobserwowali aktywacje TLR4 poprzez dodanie SP-A. Ich badania opieraly si¢ na analizie
komorek jajnika chomika chinskiego — zard6wno z obecnosciag TLR4 jak i1 przy jego braku.
W komorkach z obecnym TLR4, po dodaniu SP-A nastgpowata aktywacja jadrowego
czynnika transkrypcyjnego beta (NF-kB). Takiej odpowiedzi nie uzyskiwano u chomikéw bez
TLR4 [67]. Podobne wnioski dotyczace ligacji SP-A z TLR4 uzyskali badacze pod
kierownictwem Yamada. Wykazali oni, ze SP-A oddzialuje bezposrednio z TLR4 i MD-2.
SP-A wiaze si¢ z rozpuszczalng formg zewnatrzkomoérkowej domeny TLR4 (sTLR4) i MD-2
na drodze zaleznej od Ca2" [95]. Potacznie SP-A do TLR2 dziala odwrotnie. Murakami
1 wsp. potwierdzili ligacje SP-A do TLR2, jednakze ligacja ta ostabia sekrecj¢ cytokin [96].
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Rycina 7. Receptory komoérkowe dla biatka SP-A

6.4. Zwiazek SP-A z rakiem pluca

Dostepna $wiatowa literatura dostarcza niewielka ilo§¢ informacji na temat zwigzku
biatka A zwigzanego z surfaktantem ptucnym a rakiem ptuca. Bejarano i wsp. przeprowadzili
badania immunohistochemiczne 1 wykazali obecno$¢ biatka SP-A w okolo 50% tkanek
NDRP. Badania te, daja podstawe do zakwalifikowania SP-A jako specyficznego markera
nowotworow wywodzacych si¢ z pneumocytow typu II [97]. Doumanov 1 wsp. wykazali, iz
komorki linii raka ptuca A549 wydzielaja SP-A, a ilo§¢ w jakiej bialko to jest wydzielane
zalezy od IL-6 [98]. Tsutsumida i wsp. dowiedli, ze pacjenci z gruczolakorakiem phuc
wykazujacym stosunkowo wysoka ekspresje mucyny (MUC-1) a przy tym z niska ekspresja

SP-A, mieli gorsze rokowanie oraz krétszy catkowity czas przezycia [99].

34



Najbardziej interesujgca kwestia odnosnie biatka SP-A i NDRP, polega na jego wplywie
na makrofagi oplucnowe w mikrosrodowisku nowotworu (TAM). Mitsuhashi i wsp.
przedstawili wyniki swoich badan, wskazujace na biatko SP-A jako czynnik hamujacy
progresj¢ raka ptuca poprzez regulacje polaryzacji makrofagdw z profilu M2 do profilu M1.
Rola SP-A polegata na zwigkszaniu ilo$ci makrofagéw M1 (w mechanizmie nieznanym),
ktére wydzielajg cytokiny takie jak: TNF-a, IL-1B, CCL2 czy CCLS, skutkujac aktywacja
komoérek NK. Aktywowane komorki NK produkujg perforyny oraz granzym B, czego
rezultatem jest niszczenie komorek nowotworowych w mechanizmie komodrkowym.
Podkresli¢ trzeba jednak, iz SP-A nie wplywa bezposrednio na komorki NK [100]. Zwigzek
biatka SP-A z makrofagami oplucnowymi potwierdzity réwniez badania innego zespotu
naukowcow, ktorzy wykazali korelacje pomigedzy wysokim stezeniem SP-A w wysigkach
optucnowych w przebiegu raka ptluca a niskimi warto$ciami czynnika stymulujacego
tworzenie si¢ kolonii makrofagow (M-CSF). Zalezno$¢ ta, moze wskazywaé na role biatka
SP-A jako czynnika zaklocajacego prawidlowy rozwdj i formacje makrofagow a tym samym
zaburzajacego prawidlowa odpowiedz immunologiczng podczas choroby nowotworowe;j

[101].

W aspekcie molekularnym, delecja genéw SP-A w komodrkach nablonka oskrzelowego
w przebiegu NDRP, zwigzana jest z progresja nowotworu. Delecje te, moga by¢ uzytecznymi

biomarkerami identyfikujacymi pacjentow o ztym rokowaniu [102].
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CELE PRACY

Celem pracy byla ocena wptywu biatka SP-A na komorki nowotworowe raka ptuca.

Cel ten realizowano przez:

1. Okreslenie czy i jak biatko SP-A wplywa na cykl komdrkowy komorek ustalonych linii
ludzkiego raka ptuca A549 i Calu-3 oraz ustalonej linii ludzkich immortalizowanych

fibroblastéw ptucnych CCD-39Lu.

2. Zbadanie czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy stezeniem biatka SP-A a ekspresja receptorow
TLR4 na komorkach ustalonych linii ludzkiego raka ptuca A549 i Calu-3 oraz ustalonej
linii ludzkich immortalizowanych fibroblastéw ptucnych CCD-39Lu.

3. Oceng ekspresji wybranych genéw kodujacych biatka zwigzane z apoptoza, stanem
zapalnym oraz progresja nowotworu w komorkach ustalonej linii ludzkiego raka ptuca

A549 poddanych stymulacji biatkiem SP-A.
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MATERIAL I METODY

1. Aktywne biologicznie bialko A zwiazane z surfaktanetem plucnym (SP-A)

W celu uzyskania aktywnego biologicznie biatka zwigzanego z surfaktantem ptucnym
(SP-A), zastosowano procedure opisang w publikacji pt. ,, Purification of Native Surfactant
Protein SP-A from Pooled Amniotic Fluid and Bronchoalveolar Lavage”, Mihaela Gadjeva
(ed.), The Complement System: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol.
1100, DOI 10.1007/978-1-62703- 724-2 21, © Springer Science+Business Media New York
2014.

1.1. Wysie¢ki oplucnowe

Wysieki optucnowe pobrane zostaly droga torakocentezy od 34 pacjentéw z Kliniki
Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz Wielkopolskiego Centrum Pulmonologii
i Torakochirurgii w Poznaniu. Zaden z pacjentéw z nowotworowym wysiekiem optucnowym
nie byl poddany terapii przeciwnowotworowej. Bazujac na wynikach pracy magisterskiej
wykonanej na tych samych wysigkach oplucnowych, najwyzsze st¢zenia biatka SP-A
stwierdzono w wysigkach oplucnowych od pacjentow z gruczolakorakiem pluca (Ryc.8).
Ptyny te wybrano, przefiltrowano przez podwdjng warstwe sterylnej chirurgicznej gazy
a nastepnie w 50-ml proboéwkach (BDFalcon™; BD Biosciences) odwirowano przy 300g
przez 10 minut, w temperaturze pokojowej. Uzyskane nadsacze w tacznej objetosci 1080 ml,

zamrozono i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania planowanych badan

39



260

240 +
220 +
200
180
160 |
140 |
120 |
100 |

Stezenie SP-A [ng/ml]

80

60 |

40 +

20

nowotworowy nienowotworowy o Mediana
s s W 25%-75%
rodzaj wysieku T Min-Maks

Rycina 8. Stezenie SP-A w wysickach o roznej etiologii (na podstawie wynikow pracy

magisterskiej Matgorzaty Lagiedo)
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1.2. Oczyszczenie bialka SP-A z wysicku oplucnego metoda chromatografii

powinowactwa

Oczyszczanie biatka SP-A przeprowadzita firma Pure Biologics sp. z 0.0. z siedzibg we

Wroctawiu.

Oczyszczanie zostato przeprowadzone w siedmiu etapach.

Oczyszczanie - etap 01:

Wysigk optucny rozmrozono. Dodano 1M CaCl2 w takiej objetosci, aby jego koncowe
stezenie wyniosto 10mM. Przepuszczono 600ml wysigku przez 1 ml zloza mannozowo-
agarozowego (wg. Literatury SP-A ma wyzsze powinowactwo do mannozy niz do maltozy).
Kolumne przeplukano buforem do przemywania: 20mM Tris pH 7.5, 10mM CaCl2,
IM NaCl. Zwiazane biatko z kolumng wymywano przy pomocy buforu do elucji:
20mM Tris pH 7.5, 10mM EDTA. Zebrane frakcje analizowano przy pomocy SDS-PAGE
(Ryc.9).
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Rycina 9. Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniu nr 1
pm - marker mas, #1-#10 zebrane frakcje po elucji. Widoczne sg prazki o masie okoto 27kDa

1 30kDa we frakcjach 1-3, co odpowiada masie SP-A.
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Oczyszczanie - etap 02:

Pozostate 480ml wysieku przepuszczono przez 1ml $wiezego zloza mannozowo-
agarozowego. Kolumne przeptukano buforem do przemywania: 20mM Tris pH 7.5, 10mM
CaCl2, 1M NaCl. Zwigzane biatko z kolumng wymywano przy pomocy buforu do elucji:
20mM Tris pH 7.5, 10mM EDTA. Zebrane frakcje analizowano przy pomocy SDS-PAGE
(Ryc.10).
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Rycina 10. Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniu nr 2
pm - marker mas, #1-#10 - zebrane frakcje po elucji, wash - frakcja zebrana po ptukaniu
kolumny buforem do przemywania. Widoczny jest prazek o masie okoto 27kDa. We frakcji
wash wida¢ prazki powyzej 27kDa.
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Oczyszczanie - etap 03:

240ml wysieku optucnego, uprzednio przepuszczonego przez kolumng mannozowo-
agarozow3, nalozono na nowa kolumng¢ z amyloza (polimer maltozy stuzacy do oczyszczania
biatek specyficznie wigzacych maltozg). Kolumng przeptukano buforem do przemywania:
20mM Tris pH 7.5, 10mM CaCl2, 1M NaCl. Zwigzane biatko z kolumng wymywano przy
pomocy buforu do elucji: 20mM Tris pH 7.5, 10mM EDTA. Zebrane frakcje analizowano
przy pomocy SDS-PAGE (Ryc.11).

Rycina 11. Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniu nr 3
FT - probka zebrana z kolumny po nakladaniu, wash — frakcja zebrana po ptukaniu kolumny
buforem do przemywania, pm - marker mas, #1-#10 - zebrane frakcje po elucji. Analiza
pokazata obecnos¢ wielu prazkéw o masie powyzej S0kDda, niewidoczne sg prazki o masie

okoto 27kDa, we frakcji wash wida¢ glowny prazek o masie okoto 70kDa.
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Oczyszczanie - etap 04:

Sprawdzono, czy bialka zebrane we frakcjach po kolumnie z mannoza, zwiaza si¢ z amyloza.
10ml frakcji po mannozie dializowano do buforu: 20mM Tris pH 7.5, 10mM CaCl2.
Dializowane frakcje natozono na kolumne z amyloza. Kolumne¢ przeplukano buforem do
przemywania: 20mM Tris pH 7.5, 10mM CaCl2, 1M NaCl. Zwigzane biatko z kolumnag
wymywano przy pomocy buforu do elucji: 20mM Tris pH 7.5, 10mM EDTA. Zebrane frakcje
analizowano przy pomocy SDS-PAGE (Ryc.12).

Rycina 12. Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniu-04. Load: probka
naktadana na kolumng, FT: probka zebrana z kolumny po naktadaniu, wash: frakcja zebrana
po ptukaniu kolumny buforem do przemywania, pm: marker mas, #1-#10: zebrane frakcje po
elucji. Analiza SDS-PAGE pokazata, ze biatko wymyte z kolumny mannozowej nie lapie si¢

na kolumnie amylozowej
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Oczyszczanie 05-07
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Rycina 13. A-C. Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniach #5 do #7. M:
marker mas, Load: probka naktadana na ztoze, FT: probka nie zwigzana ze zlozem, Wash:
probka zebrana po plukaniu buforem do przemywania, EF#1-#5: zebrane frakcje po wymyciu

ze ztoza buforem do elucji.
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1.3. Identyfikacja bialka SP-A za pomoca techniki Western Blot

Transfer na membrang nitrocelulozowa prowadzono przy stalym napigciu pradu 110V
przez 1 godzing. Po zablokowaniu, membran¢ inkubowano z I-rz. przeciwciatem,
rozcienczonym 1000 razy, przez 1 godzing. Przeciwciato IlI-rz. inkubowano z membrang,
w rozcienczeniu 3000 razy, przez 1 godzing. Detekcje sygnatu fluorescencyjnego wykonano

z uzyciem reakcji chemiluminescencji (Ryc.14).

Przeciwciato I-rzgdowe:
anti SP-A: Rabbit polyclonal anti-Surfactant Protein A (Numer katalogowy: 78651, Abcam)
Przeciwciato IlI-rzedowe:

anti Rabbit IgG-HRP: Goat polyclonal (Numer katalogowy: 97080, Abcam)
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Rycina 14. Analiza Western Blot probki potaczonej. M: marker mas, Concentration 001:
probka zatezona przed odsoleniem, Desalting: odsolenie, Concentration 002: probka zatezona
po odsoleniu, HB: prébka zatezona (retentat), FT: przesacz (permeat), Load: probka przed

odsoleniem, EF: probka po odsoleniu.
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1.4. Probka ostateczna otrzymanego SP-A

Glowny prazek SP-A jest wykrywany przez przeciwciala na wysokosci okoto 36 kDa. Dwa
dodatkowe prazki o znacznie mniejszej intensywnosci s3 widoczne na wysokosciach 30 kDa

1 68 kDa.

Prazki na wysokosciach 36 1 68 kDa odpowiadajg odpowiednio monomerowi i dimerowi
SP-A, opisywanymi w literaturze. Prazek na wysokosci 30 kDa jest najprawdopodobniej

nieznacznie zdegradowanym biatkiem.

Catkowita ilo$¢ bialka oznaczona metodg Bradford wykazata stg¢zenie 1,78 mg/ml,
z czego kilkuprocentowa frakcje stanowi SP-A. Bialko zostato zat¢zone tak, aby mozna byto
je zidentyfikowa¢ na zelu SDS-PAGE. SP-A wedruje w zelu na wysokosci okoto 37kDa
(prazek gtéwny) oraz 30kDa i 68kDa (prazki towarzyszace). Uzyskane wyniki sg zgodne

z danymi literaturowymi.

Probka ostateczna:

- bufor PBS (137mM NacCl, 2.7mM KCI, 10mM Na2HPO4, 1.8mM KH2PO4)
- pH 7,4 (z wykorzystaniem wody do iniekcji)

- stezenie wszystkich biatek oznaczone metoda Bradford: 1,78 mg/ml

- przefiltrowano w warunkach sterylnych przez filtr 0,22 um

- rozpipetowano po 100 pl do 9 sterylnych fiolek

- zamrozono w -80°C
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2. Hodowle komorkowe

Badania aktywnosci in vitro bialka SP-A, przeprowadzono z wykorzystaniem trzech linii
komoérkowych - dwoch nowotworowych AS549 oraz CALU-3 i jednej nienowotworowej

(CCD39Lu).

Hodowle prowadzono w warunkach jalowych, w sterylnych jednorazowych butelkach
hodowlanych (NUNC,160ml). Media hodowlane byty dedykowane specjalnie dla kazdej linii
komoérkowej. Komodrki hodowano w warunkach standardowych w inkubatorze CO;
(temp. 37°C, 5% CO,,) do momentu konfluentnego wzrostu na poziomie ok. 80%, nastepnie

pasazowano.

Pasaz przeprowadzano nastgpujaco:

odessano zuzyte medium

- dodano okoto 3ml 0,25% roztworu trypsyny z EDTA (BioWest)

- komorki inkubowano z trypsyng przez okoto 10 minut w inkubatorze CO, (proces
trypsynizacji kontrolowano pod mikroskopem $wietlnym)

- zakonczenie trypsynizacji polegalo na dodaniu 5ml plodowej surowicy bydlecej
(BioWest) 1 przeniesieniu odtrypsynizowanych komorek do jatowej probowki
(FALCON, 15ml)

- komorki wirowano przez 5 minut przy 1 000 obr/min

- nadsacz zlewano, a osad komorkowy w ilosci okolo 50ul dodawano do $wiezego

medium hodowlanego w $wiezej butelce hodowlane;.
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2.1. Linia A549 (ATCC® CCL-185™)

Linia komérkowa A549, to ludzkie komoérki niedrobnokomoérkowego raka ptuca. Zostaly
wyprowadzone w roku 1972 od 58 letniego m¢zczyzny odmiany kaukaskiej, bezposrednio
z pluc (guz pierwotny). Komorki wykazuja cechy adherentne i rosng w monowarstwie
przylegajac do podtoza naczynia hodowlanego. Komoérki A549 hodowano w obecnos$ci
medium RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640; LONZA) z dodatkiem 10%
ptodowej surowicy bydlecej (BioWest). Pasaz przeprowadzano co trzy dni (Ryc.15).

Rycina 15. Linia A549 barwiona H+E.
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2.2. Linia Calu-3 (ATCC® HTB-55™)

Linia komorkowa Calu-3, to ludzkie komorki niedrobnokomoérkowego raka pluca
(gruczolakorak). Zostaty pozyskane z wysieku oplucnowego (przerzut do optucnej) od 25
letniego mezczyzny odmiany kaukaskiej. Komorki wykazuja cechy adherentne i rosng
w monowarstwie. Komorki CALU-3 hodowano w medium MEM (Eagle’s Minimum
Essential Medium; Pracownia Chemii Ogoélnej IITD PAN) z dodatkiem 10% ptodowe;j
surowicy bydlecej (BioWest). Pasaz przeprowadzano co cztery dni (Ryc.16).

Rycina 16. Linia Calu-3.
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2.3. Linia CCD-39Lu (ATCC® CRL-1498™)

Linia komérkowa CCD-39Lu, to ludzkie fibroblasty plucne. Zostaly wyprowadzone
od 8 dniowego dziecka pici zenskiej, odmiany kaukaskiej. Komorki wykazuja cechy
adherentne i rosng w monowarstwie przylegajacej do poditoza naczynia hodowlanego.
Komoérki CCD-39Lu hodowano w medium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium;
SIGMA) z dodatkiem 10% plodowej surowicy bydlecej (BioWest). Pasaz
przeprowadzano co trzy dni (Ryc.17).

Rycina 17. Linia CCD-39Lu.
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2.4. Hodowla komorek w obecnosci bialka SP-A, ligandow oraz inhibitorow dla

receptorow TLR

Komorki przeznaczone do eksperymentéw, wysiewano na przezroczyste 24-dotkowe
ptytki hodowlane. Hodowle zaktadano 24 godziny przed planowanym eksperymentem. Przed
eksperymentami medium hodowlane wymieniano, a nastgpnie dodawano do dotkéw

odpowiednie substancje.
W trakcie eksperymentow wykorzystano:
* Izolaty biatka A zwigzanego z surfaktantem ptucnym, w trzech réznych st¢zeniach:
- minimalnym (min) 57 ng/ml
- $rednim (med) 137 ng/ml

- wysokim (max) 2967 ng/ml

* Inhibitory i ligandy receptorow TLR (Tabela nr 2)

NR STEZENIE
SUBSTANCJA DZIALANIE KATALOGOWY FIRMA ROBOCZE
Anti-hTLR2-IgA Inhibitor TLR2 #maba2-htlr2 InvivoGen 10pg/ml
Merck
Calbiochem Inhibitor TLR3 #614310 e 1pg/ml
Millipore
CLI-095 Inhibitor TLR4 #tlrl-cli95 InvivoGen 1pug/ml
LPS-EB .
lipopolisacharyd E.coli Ligand #tlrl-eblps InvivoGen 1pug/ml
(lipop ya s TLR2/TLR4 P He
0111:B4)
Poly (I:C) HMW Ligand TLR3 #tlrl-pic InvivoGen 10pg/ml

Tabela 2. Charakterystyka substancji uzytych do kondycjonowania mediéw hodowlanych.
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3. Badania cytometryczne

Wszystkie badania cytometryczne zostaly przeprowadzone przy uzZyciu cytometru
przeplywowego FACS Canto (Becton Dickinson). Analiza uzyskanych danych zostata
wykonana w oparciu o oprogramowanie FACS Diva (Becton Dickinson). Oceniano odsetek
komorek dodatnich oraz $rednig intensywno$¢ fluorescencji okreslonych kanalow
fluorescencji populacji dodatniej, ktérej wynik wzgledem kontroli przeliczano do warto$ci

RFIL.

3.1. Analiza cyklu komorkowego z uzyciem jodku propidyny

Aktywnos$¢ proliferacyjng komorek ustalonych linii komorkowych, oceniano w oparciu
o analiz¢ frakcji komoérek bedacych w fazie S cyklu komérkowego. W tym celu komorki
hodowano z biatkiem SP-A w 3 roznych stezeniach oraz z wybranymi inhibitorami
1 ligandami receptorow TLR. Schemat uzytych substancji przedstawia Tabela 3 oraz Tabela

4.

6h

12h

24h

48h

kontrola

kontrola

kontrola

kontrola

SP-A 57ng/ml

SP-A 57ng/ml

SP-A 57ng/ml

SP-A 57ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 2967ng/ml

SP-A 2967ng/ml

SP-A 2967ng/ml

SP-A 2967ng/ml

Tabela 3. Schemat st¢zen biatka SP-A zastosowanych do okreslenia jego wplywu na cykl
komorkowy linii A549, Calu-3 oraz CCD39-Lu.
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Po zakonczeniu hodowli w kolejnych punktach czasowych komorki zawieszano w 600 pl
medium hodowlanego zawierajacego 1% saponiny (SIGMA). Po 30 minutach inkubacji
z detergentem, komorki wirowano przy predkosci 1500 obr/min przez 4 minuty
w temperaturze 4°C. Uzyskany osad zawieszono w 1ml buforu PBS z dodatkiem 10ul/ml
jodku propidyny (SIGMA). Mieszaning przed pomiarem inkubowano 30 min w temperaturze

4°C chronigc przed $wiattem. Po tym czasie probki poddawano akwizycji.

3.2. Ocena ekspresji receptorow TLR2, TLR3 i TLR4 na liniach komorkowych

Komorki hodowano w 24 dotkowej plytce, wg schematu przedstawionego w Tabeli 4.
Poddano je reakcji immunofluorescencji bezposredniej z przeciwciatami skierowanymi

przeciw odpowiednim receptorom TLR (Tabela 5). W kazdym badaniu wykonano kontrole

izotypow3a
Oh 3h 6h 12h
kontrola kontrola kontrola kontrola

SP-A 57ng/ml

SP-A 57ng/ml

SP-A 57ng/ml

SP-A 57ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 1480ng/ml

SP-A 1480ng/ml

SP-A 1480ng/ml

SP-A 1480ng/ml

Tabela 4. Schemat uzytych substancji (biatka SP-A) do okre$lenia ekspresji receptorow
TLR2, TLR3 i TLR4 linii A549, Calu-3 oraz CCD-39Lu.

54




Przeciwcialo Fluorochrom Numer katalogowy Zrédlo
SANTA CRUZ
TLR2 PE Sc-21759 BIOTECHNOLOGY
SANTA CRUZ
TLR3 PE Sc-32232 BIOTECHNOLOGY
SANTA CRUZ
TLR4 PE Sc-13593 BIOTECHNOLOGY

Tabela 5. Charakterystyka przeciwciat uzytych do okres$lenia ekspresji receptorow TLR2,
TLR3 i TLR4 w obrgbie linii A549, Calu-3 oraz CCD-39Lu.

Po zakonczeniu hodowli komoérki ptukano czystym medium (odpowiednim dla kazdej linii),
wirowano przy predkosci 1500 obr/min przez 5 minut w temperaturze pokojowej. W celu
powierzchniowego barwienia antygenéw (TLR2 i TLR4) osad zawieszono w buforze PBS
1 do kazdej probowki zawierajacej po 5 pl kazdego ze znakowanych przeciwcial dodawano po
100 pl zawiesiny komorek. Komorki inkubowano przez 15 minut bez dostgpu $wiatta
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie do mieszaniny dodawano po 500 pl buforu
utrwalajacego zawierajacego 2% formaldehyd i ponownie probki inkubowano w temperaturze
pokojowej, przez 10 minut, bez dostgpu $wiatlta. Nastgpnie zawiesing dwukrotnie

przeptukiwano buforem PBS, po kazdym ptukaniu wirujac j.w.

W celu okreslenia ekspresji antygenow cytoplazmatycznych (TLR3), po zakonczeniu
hodowli komorki utrwalono dodajac do osadu po 500 pl buforu utrwalajacego 1 inkubowano
je przez 10 minut. Po tym czasie komorki ptukano schtodzonym buforem PBS i wirowano
przy predkosci 1500 obr/min przez 5 minut w temperaturze 4°C. Uzyskany osad zawieszono
w buforze permeabilizujacym btony komoérkowe (bufor PBS + 0,1% saponiny). Proby
pozostawiono przez 10 minut na lodzie, a nastgpnie wirowano j.w. Do otrzymanego osadu
dodawano po 5 pl odpowiednich przeciwciat oraz 200 ul buforu permeabilizujacego. Proby
inkubowano 30 minut na lodzie bez dostepu §wiatta. Po zakonczeniu inkubacji niezwigzane
przeciwciala odplukiwano dwukrotnie buforem PBS-saponina kazdorazowo stosujac ww.

warunki wirowania
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4. Badania molekularne

W przeprowadzonych badaniach molekularnych analizowano komorki linii A549 hodowane

wg nastepujacego schematu:

Oh

6h

12h

24h

kontrola

kontrola

kontrola

kontrola

SP-A 57ng/ml

SP-A 57ng/ml

SP-A 57ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 137ng/ml

SP-A 1480ng/ml

SP-A 1480ng/ml

SP-A 1480ng/ml

LPS-EB

LPS-EB

LPS-EB

Poly (I:C) HMW

Poly (I:C) HMW

Poly (I:C) HMW

SP-A + Inhibitor TLR2

SP-A + Inhibitor TLR2

SP-A + Inhibitor TLR2

SP-A + Inhibitor TLR3

SP-A + Inhibitor TLR3

SP-A + Inhibitor TLR3

SP-A + Inhibitor TLR4

SP-A + Inhibitor TLR4

SP-A + Inhibitor TLR4

LPS-EB + Inhibitor TLR2

LPS-EB + Inhibitor TLR2

LPS-EB + Inhibitor TLR2

LPS-EB + Inhibitor TLR4

LPS-EB + Inhibitor TLR4

LPS-EB + Inhibitor TLR4

Poly (I:C) HMW + inhibitor

Poly (I:C) HMW + inhibitor

Poly (I:C) HMW +

TLR3 TLR3 inhibitor TLR3
Inhibitor TLR2 Inhibitor TLR2 Inhibitor TLR2
Inhibitor TLR3 Inhibitor TLR3 Inhibitor TLR3
Inhibitor TLR4 Inhibitor TLR4 Inhibitor TLR4

SP-A + LPS-EB + Poly
(1:C) HMW

SP-A + LPS-EB + Poly
(1:C) HMW

SP-A + LPS-EB + Poly
(1:C) HMW

Tabela 6. Schemat hodowli do badan molekularnych linii A549.
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4.1. Izolacja RNA z hodowli komdrkowych

Catkowity komoérkowy RNA  izolowano uzywajac  zestawu Total RNA
(A&A Biotechnology). Izolacje¢ przeprowadzono zgodnie z zalaczonym do zestawu
protokotem. W celu przeprowadzenia lizy oraz inaktywacji endogennych RNAz, do ok. 1x10°
komorek dodawano 800 pl fenozolu, ktéry jest mieszaning soli chaotropowych i fenolu. Cata
mieszaning dokladnie mieszano, a nast¢pnie inkubowano 5 minut w temperaturze 50°C.
Nastepnie do komorek dodawano po 200 pl chloroformu, mieszano poprzez odwracanie
probowki i pozostawiano w temperaturze pokojowej przez 3 minuty. Po odwirowaniu przy
predkosci 12000 obr/min przez 10 minut, zbierano goérng frakcje¢ zawierajaca RNA
1 przenoszono ja do nowej probowki zawierajacej 250 ul izopropanolu. Calo§¢ mieszano
1 nanoszono na mikrokolumny ze zlozem krzemionkowym do izolacji RNA. Po trzykrotnym
ptukaniu roztworem ptuczacym, oczyszczone RNA eluowano z mikrokolumny woda wolng
od RNA-z. W celu oceny jako$ciowej wyizolowanego RNA probki poddawano elektroforezie
w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w stezeniu 0,5 pg/ml. Oczyszczone

RNA do czasu dalszych analiz przechowywano w -20°C.
4.2. Pomiar st¢zenia uzyskanego calkowitego RNA

Stezenie RNA oznaczano przy dlugosci fali A= 260nm z zastosowaniem spektrofotometru
NanoDrop ND-1000 (TermoScientific NanoDrop Products, USA), uzywajac kazdorazowo do
analizy 3ul proby badanej. Aparat kalibrowano zastosowanym rozpuszczalnikiem
(RNase-Free Water, Life Technologies, USA). Uzyskany wynik odczytywano stosujac
program komputerowy ND-1000 v3.5.2 (Coleman Technologies Inc., USA).

4.3. Amplifikacja cDNA z uzyciem metody qRT-PCR

Poziom ekspresji genéw PBGD, TLR2, TLR3, TLR4, BAX, BCL-2, TTF-1, IL-6, INF-y
oraz TNF-o oznaczano w dwoch powtorzeniach technika qRT-PCR z wykorzystaniem
zestawu QuantiTect SYBR® Green RT-PCR Kit (QIAGEN) aparatu Rotor Gene 6000 oraz
dotaczonego do niego oprogramowania w wersji 1.7 (Corbett Research, Australia). Zestaw
QuantiTect SYBR® Green RT-PCR Kit umozliwia przeprowadzenie reakcji odwrotne;
transkrypcji jak 1 qPCR w jednej probdéwce bezposrednio z RNA. Sklad zestawu

przedstawiono w Tabeli 7.
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Odczynnik Zawarto$¢ Opis dzialania
Enzym pozostaje calkowicie nieaktywny
podczas reakcji odwrotnej transkrypcji oraz
nie zaktoca jej. Zapobiega to powstawaniu
Polimeraza | bl¢dnie zaprogramowanych produktow RT-
HotStarTaqg DNA PCR i formacji dimerow uzywanych
DNA typu rimeréw. Enzym jest aktywowan tapi
Polimeraza p ] Yy Jest aktywowany po ctapie
hot-start odwrotnej transkrypcji poprzez 15-minutowy
etap inkubacji w 95°C. ,Hot start”
dezaktywuje rowniez enzymy odwrotne]
transkrypcji, zapewniajac czasowe
rozdzielenie odwrotnej transkrypcji i gPCR
QuantiTect Tris-Cl Bufor zawiera zréwnowazong kombinacje¢
S C . . J .
SYBR Green QuantiTect KCl KCl i (NH4),SO4, ktora zapewnia wysoki
NH ) SO stosunek specyficznego do niespecyficznego
RT-PCR SYBR Green ( M4)2 41 wigzania starterow podczas kazdego cyklu
Master Mix RT-PCR Bufor 5 mM MgCl, PCR. Przy stosowaniu tego buforu, wigzanie
(pH 8.7) si¢ starterow jest tylko nieznacznie zalezne
od stezenia MgCl,
dATP
) dCTP
dNTP mix JGTP
dTTP/dUTP
Barwnik SYBR Green jest barwnikiem, ktory wigze
SYBR Green I | wszystkie dwuniciowe czasteczki DNA,
fluorescenccyjny emitujac sygnat fluorescencyjny podczas
wigzania
QuantiTect RT Mix zawiera
zoptymalizowang mieszanke transkryptaz
Odwrotna Omniscript 1 Sensiscript. Oba enzymy
_ . transkryptaza | wykazuja wysokie powinowactwo do RNA.
QuantiTect RT Mieszanina Omniscript® | Omniscript jest przeznaczony do odwrotne;j
Mix odwrotnej transkrypcji ilosci RNA wigkszej niz 50ng,
transkryptazy Odwrotna a Sensiscript jest zoptymalizowany do
transkryptaza uzycia z bardzo matymi ilo§ciami RNA
Sensiscript® (<50ng). Ta kombinacja enzymoéw zapewnia

wysoce wydajng 1 czulg odwrotna
transkrypcje w szerokim zakresie ilodci
matrycy RNA

Tabela 7. Sktad zestawu do qRT-PCR (QIAGEN).
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Zmiany intensywnosci fluorescencji w przebiegu reakcji qRT-PCR odpowiadaja 3 fazom

reakcji. Pierwsza charakteryzuje si¢ brakiem przyrostu ilosci produktu. W drugiej dochodzi

do bardzo szybkiego przyrostu fluorescencji i nazywa si¢ ja fazg logarytmicznego wzrostu.

Moment, w ktérym reakcja amplifikacji wchodzi w t¢ faze (Cp, ang. crossing point) zalezy

wylacznie od poczatkowej ilosci matrycy. W trzeciej fazie nastgpuje zahamowanie przyrostu

ilosci produktu w wyniku wyczerpania si¢ substratow reakcji amplifikacji 1 nosi ona nazwe

fazy plateau.

Reakcje qRT-PCR przeprowadzano w sterylnych probowkach, do kazdej z nich dodajac

10 pl mieszaniny reakcyjnej o nastgpujacym skladzie:

5 pl QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix (QIAGEN)

0,2 ul QuantiTect RT Mix (QIAGEN)
0,1 pl starter forward (SIGMA)

0,1 pl starter reverse (SIGMA)

2,6 ul sterylnej H,O (QIAGEN)

2 ul RNA

Stosowano nastgpujace pary starterow dla poszczegdlnych gendéw w reakcji Real-Time PCR:

forward primer 5> GCCAAGGACCAGGACATC 3’
PBGD

reverse primer 5> TCAGGTACAGTTGCCCATC 3°

forward primer 5> CCCATTGCTCTTTCACTGCT 3°
TLR2

reverse primer 5> CTTCCTTGGAGAGGCTGATG 3°

forward primer 5’ TGGTTGGGCCACCTAGAAGTA 3’
TLR3

reverse primer 5’ TCTCCATTCCTGGCCTGTG 3’

forward primer 5> CCCATTGCTCTTTCACTGCT 3°
TLR4

reverse primer 5> CTTCCTTGGAGAGGCTGATG 3°

forward primer 5" TTTGCTTCAGGGTTTCATCC 3°
BAX

reverse primer 5" CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA 3’

forward primer 5" GTGTGTGGAGAGCGTCAACC 3’
BCL-2

reverse primer 5" GAGACAGCCAGGAGAAATCAAA 3’
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forward primer 5> AAATCTAGGCCCCGACAAAA 3
TTF-1

reverse primer 5> CATCGGCATCTCCTGAATCT 3’

forward primer 5> ACACAGACAGCCACTCACCTC ¥
IL-6

reverse primer 5> CATCCATCTTTTTCAGCCATC 3°

forward primer 5> GTTTTGGGTTCTCTTGGCTGT 3’
INF-y

reverse primer 5> ACACTCTTTTGGATGCTCTGG 3’

forward primer 5> TTCCTGAGCCTCTTCTCCTTC 3’
TNF-a

reverse primer 5> GGTTTGCTAGAAGATGGGCTAG 3’

Tabela 8. Charakterystyka starterow uzytych do reakcji qRT-PCR.

Reakcje prowadzono zgodnie z nast¢pujacym profilem czasowo-temperaturowym:

Etap Temperatura Czas
Odwrotna transkrypcja 50°C 30 min
Aktywacja polimerazy 95°C 15 min
Denaturacja 94°C 15s
Amplifikacja (40 cykli) Annealing 50°C 30s
Elongacja 72°C 30s
Chlodzenie 40°C 30s

Tabela 9. Przebieg reakcji qRT-PCR.
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Do oceny ekspresji analizowanych genow postugiwano si¢ wzgledng metoda
iloSciowa. Umozliwia ona ustalenie wzglednej r6znicy miedzy badanymi prébami. Wyniki
oznaczen ilosciowych c¢DNA badanych genéw normalizowano wzglgdem genu
referencyjnego, czyli cDNA genu konstytutywnego, ktorego ekspresja jest wzglednie stata, na
wysokim poziomie 1 nie podlega zmianom w grupach badanych. W tym celu
wykorzystywano gen kodujacy deaminazg porfobilinogenu (PBGD, ang. porphobilinogen
deaminase). Ryc. 18 przedstawia przyktadowy obraz krzywej wzorcowej ustalonej dla genu

PBGD.

Cycing A.Green (Page 1)]
R=0,94304
274 R A A : R N — . eeee “e-es . Soans et zomes R"2=0,89878
273 W=-3,021
272 B=23,457
= Efficency=114__

C
"
@

Rycina 18. Krzywa wzorcowa dla genu PBGD otrzymana w reakcji qRT-PCR.

5. Analiza statystyczna wynikow

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica 13.3
(StatSoft, Inc). W tym celu zastosowano analiz¢ podstawowych statystyk opisowych wraz
z testami Shapiro-Wilka jak rowniez analize¢ czynnikowej regresji wielorakiej oraz

jednoczynnikowg analiz¢ wariancji. Za poziom istotnosci uznano klasyczny prog a = 0,05.
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WYNIKI

1. Wplyw stezenia bialka SP-A na cykl komorkowy

1.1. Linia A549

W pierwsze] kolejnosci postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie, czy biatko
SP-A wplywa na cykl komoérkowy linii A549. W tym celu wykonano szereg analiz
czynnikowej regresji wielorakiej. Jako zmienne wyjasniane wprowadzano kolejno odsetek
komorek znajdujacych si¢ w danej fazie cyklu komodrkowego (GO/Gl, S, G2/M) oraz
komoérek martwych. Jako zmienne wyjasniajace uwzgledniono st¢zenie biatka SP-A

(w ng/ml) oraz czas w godzinach.

Dla odsetka komoérek znajdujacych si¢ w fazie GO/G1 stworzono model, ktory istotnie
wyjasnial zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 43,94; p < 0,001. Skonstruowany
model wyjasniat 80,6% zmienno$ci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy wartos¢
skorygowanego wspotczynnika R’ = 0,806. Okazalo sie, ze czas jest istotnym czynnikiem
powigzanym z odsetkiem komorek znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu — im wigcej czasu
uplyneto od poczatku doswiadczenia, tym wigkszy odsetek komodrek znajdowat si¢ w fazie
GO/G1. Natomiast dla stezenia SP-A oraz interakcji obu czynnikOw nie zanotowano wyniku
istotnego statystycznie. Oznacza to, ze biatko SP-A nie wplywa na odsetek komoérek

znajdujacych si¢ w fazie GO/GI.

Dla odsetka komorek znajdujacych sie¢ w fazie S stworzono model, ktory istotnie
wyjasnial zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 31,72; p < 0,001. Skonstruowany
model wyjasniat 74,8% zmienno$ci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy wartos¢
skorygowanego wspotczynnika R’ = 0,748. Okazalo sie, ze czas jest istotnym czynnikiem
powigzanym z odsetkiem komorek znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu — im wigcej czasu
uplyneto od poczatku doswiadczenia, tym mniejszy odsetek komorek znajdowat si¢ w fazie S.
Natomiast dla stezenia SP-A oraz interakcji obu czynnikdw nie zanotowano wyniku istotnego
statystycznie. Oznacza to, ze bialko SP-A nie wplywa na odsetek komodrek znajdujacych si¢

w fazie S.
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Dla odsetka komoérek znajdujacych si¢ w fazie G2/M stworzono model, ktory istotnie
wyjasnial zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 82,61; p < 0,001. Skonstruowany
model wyjasniat 88,8% zmienno$ci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy wartos¢
skorygowanego wspotczynnika R’ = 0,888. Okazalo sie, ze czas jest istotnym czynnikiem
powiagzanym z odsetkiem komorek znajdujacych sie w tej fazie cyklu. Ponadto stezenie biatka
SP-A rowniez okazalo si¢ istotnym czynnikiem powigzanym z odsetkiem komorek
znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu. Efekt interakcyjny obu zmiennych réwniez okazal si¢
istotny statystycznie. Nalezy zatem uzna¢, ze w miar¢ uplywu czasu nasila si¢ efekt dziatania

biatka SP-A, polegajacy na zmniejszeniu odsetka komorek w fazie G2/M.

Dla odsetka komoérek martwych stworzono model, ktory istotnie wyjasnial zmienno$¢
zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 38,41; p < 0,001. Skonstruowany model wyjasniat 78,4%
zmiennosci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$¢ skorygowanego wspotczynnika
R’ =0,784. Okazalo si¢, Ze czas jest istotnym czynnikiem powiazanym z odsetkiem komorek
znajdujacych si¢ w tej fazie. Ponadto st¢zenie biatka SP-A réwniez okazalo si¢ istotnym
czynnikiem powigzanym z odsetkiem komoérek martwych. Efekt interakcyjny obu zmiennych
réwniez okazal si¢ istotny statystycznie. Nalezy zatem uznaé, ze w miar¢ uptywu czasu nasila

si¢ efekt dzialania biatka SP-A, polegajacy na zwigkszeniu odsetka komorek martwych.

Podsumowujac, biatko SP-A nie wywiera wptywu na odsetek komorek znajdujacych sie
w fazie GO/G1 oraz S, natomiast powoduje nasilajacy si¢ z czasem efekt zwickszenia si¢
liczby komorek martwych, kosztem komorek w fazie G2/M. Wyniki przedstawiono w Tabeli

nr 10 oraz na Rysunku nr 19.
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B SE t p B
Faza GO/G1

(Stata) 50,26 1,99 25,24 <0,001
Czas 0,64 0,07 8,89 <0,001 0,830
SP-A 0,00 0,00 -2,01 0,054 -0,274
Czas * SP-A 0,00 0,00 1,26 0,219 0,182

Faza S

(Stata) 24,14 1,01 23,93 <0,001
Czas -0,32 0,04 -8,65 <0,001 -0,920
SP-A 0,00 0,00 -0,60 0,551 -0,094
Czas * SP-A 0,00 0,00 0,78 0,441 0,129

Faza G2/M

(Stata) 25,29 0,84 30,06 <0,001
Czas -0,35 0,03 -11,52 <0,001 -0,819
SP-A 0,00 0,00 2,14 0,042 0,221
Czas * SP-A 0,00 0,00 -2,95 0,006 -0,325

Komorki martwe

(Stata) -0,06 0,08 -0,70 0,492
Czas 0,01 0,00 4,54 <0,001 0,448
SP-A 0,00 0,00 -2,43 0,022 -0,349
Czas * SP-A 0,00 0,00 5,33 <0,001 0,816

B — wspolczynnik regresji; SE - blad standardowy; ¢ — statystyka testu; p — poziom istotnosci; B — wystandaryzowany

wspotczynnik regresji

Tabela 10. Wspodlczynniki analizy regresji przewidujacej wplyw biatka SP-A i czasu na cykl
komoérkowy linii A549.
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1.2. Linia Calu-3

W nastepnej kolejnosci postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie, czy biatko SP-A wptywa
na cykl komorkowy linii Calu-3. W tym celu wykonano szereg analiz czynnikowej regresji
wielorakiej. Jako zmienne wyjasniane wprowadzano kolejno odsetek komorek znajdujacych
si¢ w danej fazie cyklu komoérkowego (GO/G1, S, G2/M) oraz komoérek martwych. Jako

zmienne wyjasniajace uwzgledniono stezenie biatka SP-A (w ng/ml) oraz czas w godzinach.

Dla odsetka komoérek znajdujacych si¢ w fazie GO/G1 stworzono model, ktory istotnie
wyjasnial zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 6,78; p = 0,001. Skonstruowany model
wyjasniat 35,8% zmienno$ci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$¢ skorygowanego
wspolczynnika R’ = 0,358. Okazalo si¢, ze efekt interakcyjny obu zmiennych jest istotny
statystycznie. Natomiast dla stezenia SP-A oraz czasu nie zanotowano wyniku istotnego
statystycznie. Nalezy zatem uznaé, ze w miar¢ uptywu czasu nasila si¢ efekt dzialania biatka

SP-A, polegajacy na zmniejszeniu odsetka komorek znajdujacego si¢ w tej fazie cyklu.

Dla odsetka komodrek znajdujacych si¢ w fazie S nie udato si¢ stworzy¢ modelu, ktory
istotnie wyjasnialby zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 1,15; p = 0,345; R’ = 0,015.
Oznacza to, ze odsetek komodrek pozostajacych w fazie S pozostaje staly niezaleznie od
uptywu czasu oraz st¢zenia biatka SP-A. Dla odsetka komorek znajdujacych si¢ w fazie G2/M
stworzono model, ktory istotnie wyjasniat zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 8,02; p
< 0,001. Skonstruowany model wyjasnial 40,5% zmienno$ci zmiennej wyjasnianej, o czym
$wiadczy warto$é skorygowanego wspdlczynnika R’ = 0,405. Okazalo sig, Ze czas jest
istotnym czynnikiem powigzanym z odsetkiem komorek znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu.
Efekt interakcyjny obu zmiennych rowniez okazat si¢ istotny statystycznie. Nalezy uzna¢, ze
w miar¢ uptywu czasu oraz zwigkszania stezenia biatka SP-A nastgpuje spadek odsetka
komorek w tej fazie cyklu, jednak efekt ten jest stabiej wyrazony w miare zwigkszania

stezenia SP-A oraz uplywu czasu.
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Dla odsetka komorek martwych stworzono model, ktory istotnie wyjasnial zmienno$¢
zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 7,83; p < 0,001. Skonstruowany model wyjasniat 40,0%
zmiennosci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$¢ skorygowanego wspotczynnika
R’ = 0,400. Efekt interakcyjny obu zmiennych okazat si¢ istotny statystycznie. Nalezy uznaé,
ze w miar¢ uplywu czasu oraz zwigkszania st¢zenia biatka SP-A nastgpuje wzrost odsetka
komorek martwych, jednak efekt ten jest stabiej wyrazony w miar¢ zwigkszania st¢zenia

SP-A.

Podsumowujac, biatko SP-A nie wywiera wptywu na odsetek komorek znajdujacych sie
w fazie S, natomiast powoduje zwickszenie si¢ odsetka komoérek martwych, kosztem
komorek w fazie G2/M, jednakze efekt ten jest mniej wyrazny im wigksze stezenie biatka SP-
A znajduje si¢ w roztworze oraz w miar¢ uptywu czasu. W miar¢ uptywu czasu natomiast
wzrost liczby komoérek martwych nastgpuje kosztem coraz wigkszego spadku odsetka
komoérek znajdujacych si¢ w fazie GO/Gl. Wyniki przedstawiono w Tabeli nr 11 i na
Rysunku nr 20.
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B SE t P B
Faza GO/G1

(Stata) 26,62 0,88 30,39 <0,001
Czas 0,03 0,03 1,08 0,290 0,183
SP-A 0,00 0,00 1,96 0,060 0,486
Czas * SP-A 0,00 0,00 -3,86 0,001 -1,017

Faza S

(Stata) 8,96 0,45 20,02 <0,001
Czas -0,03 0,02 -1,82 0,079 -0,384
SP-A 0,00 0,00 -0,67 0,508 -0,206
Czas * SP-A 0,00 0,00 1,07 0,292 0,351

Faza G2/M

(Stata) 56,29 0,90 62,61 <0,001
Czas -0,16 0,03 -4,78 <0,001 -0,783
SP-A 0,00 0,00 -1,41 0,168 -0,337
Czas * SP-A 0,00 0,00 2,52 0,018 0,639

Komorki martwe

(Stata) 4,17 0,74 5,67 <0,001
Czas 0,04 0,03 1,36 0,185 0,223
SP-A 0,00 0,00 -0,25 0,803 -0,060
Czas * SP-A 0,00 0,00 2,37 0,025 0,605

B — wspolczynnik regresji; SE - blad standardowy; ¢ — statystyka testu; p — poziom istotnosci; B — wystandaryzowany

wspotczynnik regresji

Tabela 11. Wspodlczynniki analizy regresji przewidujacej wplyw biatka SP-A i czasu na cykl

komérkowy linii Calu-3
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1.3. Linia CCD-39Lu

Nastepnie postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie, czy biatko SP-A wplywa na cykl
komoérkowy linii CCD-39Lu. W tym celu wykonano szereg analiz czynnikowej regresji
wielorakiej. Jako zmienne wyjasniane wprowadzano kolejno odsetek komorek znajdujacych
si¢ w danej fazie cyklu komoérkowego (GO/G1, S, G2/M) oraz komoérek martwych. Jako

zmienne wyjasniajace uwzgledniono stgzenie biatka SP-A (w ng/ml) oraz czas w godzinach.

Dla odsetka komorek znajdujacych si¢ w fazie GO/G1 stworzono model, ktory istotnie
wyjasnial zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 14,70; p < 0,001. Skonstruowany
model wyjasniat 57,0% zmienno$ci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy wartos¢
skorygowanego wspotczynnika R’ = 0,570. Okazalo sie, ze czas jest istotnym czynnikiem
powigzanym z odsetkiem komorek znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu — w miar¢ uptywu czasu
spada odsetek komoérek znajdujacych sie w fazie GO/G1. Stezenie biatka SP-A rowniez jest
istotnym czynnikiem powigzanym z odsetkiem komorek znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu —
im wigksze stezenie SP-A tym wigkszy odsetek komoérek znajdujacych sie w fazie GO/G1.

Efekt interakcyjny obu zmiennych nie okazat si¢ istotny statystycznie.

Dla odsetka komoérek znajdujacych si¢ w fazie S stworzono model, ktory istotnie
wyjasnial zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 5,78; p = 0,003. Skonstruowany model
wyjasniat 31,6% zmienno$ci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$¢ skorygowanego
wspolczynnika R’ = 0,316. Stezenie biatka SP-A jest istotnym czynnikiem powigzanym
z odsetkiem komorek znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu — im wigksze stgzenie SP-A tym
mniejszy odsetek komorek znajdujacych si¢ w fazie S. Efekt czasu oraz efekt interakcyjny

obu zmiennych nie okazat si¢ istotny statystycznie.

Dla odsetka komoérek znajdujacych sie w fazie G2/M stworzono model, ktory istotnie
wyjasnial zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 3,51; p = 0,028. Skonstruowany model
wyjasniat 20,0% zmienno$ci zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$¢ skorygowanego
wspolczynnika R’ = 0,200. Okazalo si¢, Zze czas jest istotnym czynnikiem powigzanym
z odsetkiem komorek znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu — w miar¢ uptywu czasu wzrasta
odsetek komorek znajdujacych si¢ w tej fazie cyklu. Efekt stezenia SP-A oraz efekt

interakcyjny obu zmiennych nie okazat si¢ istotny statystycznie.
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Dla odsetka komorek martwych nie udato si¢ stworzy¢ modelu, ktory istotnie
wyjasnialby zmienno$¢ zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 0,49; p = 0,691; R’ = -0,005.
Oznacza to, ze odsetek komodrek martwych pozostaje staty niezaleznie od uplywu czasu oraz

stezenia biatka SP-A.

Podsumowujac, biatko SP-A nie wywiera wptywu na odsetek komoérek martwych ani
komorek znajdujacych si¢ w fazie G2/M, powoduje natomiast zwigkszenie odsetka komorek
znajdujacych si¢ w fazie GO/G1 kosztem komorek znajdujacych si¢ w fazie S. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 12 i na Rysunku 21.
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B SE t P B

Faza GO/G1
(Stata) 56,10 1,80 31,19 <0,001
Czas -0,30 0,07 -4,63 <0,001 -0,644
SP-A 0,00 0,00 2,23 0,034 0,452
Czas * SP-A 0,00 0,00 -1,00 0,328 -0,215
Faza S
(Stata) 22,98 1,17 19,61 <0,001
Czas 0,05 0,04 1,25 0,223 0,219
SP-A 0,00 0,00 -3,01 0,005 -0,769
Czas * SP-A 0,00 0,00 1,60 0,121 0,434
Faza G2/M
(Stata) 12,92 1,60 8,08 <0,001
Czas 0,17 0,06 2,93 0,007 0,557
SP-A 0,00 0,00 0,04 0,965 0,012
Czas * SP-A 0,00 0,00 -0,48 0,635 -0,141

Komoérki martwe

(Stata) 4,86 1,00 4,84 <0,001
Czas -0,03 0,04 -0,89 0,381 -0,194
SP-A 0,00 0,00 0,32 0,748 0,103

Czas * SP-A 0,00 0,00 0,10 0,921 0,034

B — wspolczynnik regresji; SE - blad standardowy; ¢ — statystyka testu; p — poziom istotnosci; B — wystandaryzowany

wspotczynnik regresji

Tabela 12. Wspodlczynniki analizy regresji przewidujacej wplyw biatka SP-A i czasu na cykl
komérkowy linii CCD-39Lu
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2. Wplyw stezenia bialka SP-A na ekspresje¢ receptorow TLR

2.1. Linia A549

W  nastgpnej kolejnosci postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie, czy biatko
SP-A wplywa na ekspresj¢ TLR2, TLR3 1 TLR4 w linii komérkowej A549. W tym celu
wykonano szereg analiz czynnikowej regresji wielorakiej. Jako zmienne wyjasniane
wprowadzano kolejno ekspresje receptorow TLR2, TLR3 i TLR4. Jako zmienne wyjasniajace

uwzgledniono stezenie biatka SP-A (w ng/ml) oraz czas w godzinach.

Dla ekspresji TLR2 nie udato si¢ stworzy¢ modelu, ktory istotnie wyjasniatby zmienno$¢
zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 0,66; p = 0,583; R’ = -0,046. Oznacza to, ze ekspresja TLR2

pozostaje stala niezaleznie od uptywu czasu oraz st¢zenia biatka SP-A.

Dla ekspresji TLR3 nie udato si¢ stworzy¢ modelu, ktory istotnie wyjasniatby zmienno$¢
zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 2.82; p = 0,065; R’ = 0,192. Oznacza to, ze ekspresja TLR3

pozostaje stala niezaleznie od uptywu czasu oraz st¢zenia biatka SP-A.

Dla ekspresji TLR4 stworzono model, ktéry istotnie wyjasnial zmienno$§¢ zmiennej
wyjasnianej: F(3;28) = 6,28; p = 0,004. Skonstruowany model wyjasniat 40,8% zmiennosci
zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$é skorygowanego wspotczynnika R® = 0,408.
Okazato si¢, ze stgzenie SP-A jest istotnym czynnikiem powigzanym z ekspresja TLR4 —
wzrost stezenia SP-A powoduje wzrost ekspresji TLR4. Efekt czasu oraz efekt interakcyjny
obu zmiennych nie okazat si¢ istotny statystycznie. Wyniki przedstawiono w Tabeli 13 i na

Rysunku 22 oraz Rysunku 23.
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B SE t P B

TLR2
(Stata) 6292,80 2586,70 2,43 0,024
SP-A 2,13 3,48 0,61 0,546 0,278
Czas -155,16 325,89 -0,48 0,639 -0,123
Czas * SP-A 0,00 0,44 -0,01 0,994 -0,004
TLR3
(Stata) 4009,95 465,68 8,61 <0,001
SP-A 0,63 0,63 1,01 0,324 0,402
Czas -108,75 58,67 -1,85 0,079 -0,420
Czas * SP-A -0,03 0,08 -0,38 0,711 -0,157
TLR4
(Stata) 3683,63 611,67 6,02 <0,001
SP-A 2,81 0,82 3,41 0,003 1,162
Czas 2,46 77,06 -0,03 0,975 -0,006
Czas * SP-A -0,20 0,10 -1,92 0,070 -0,685

B — wspoélczynnik regresji; SE - blad standardowy; ¢ — statystyka testu; p — poziom istotnosci; B — wystandaryzowany

wspotczynnik regresji

Tabela 13. Wspotczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na
ekspresje TLR2, TLR3 i TLR4 w linii komorkowej A549.
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2.2. Linia Calu-3

W  nastgpnej kolejnosci postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie, czy biatko
SP-A wptywa na ekspresj¢ TLR2, TLR3 i TLR4 w linii komérkowej Calu-3. W tym celu
wykonano szereg analiz czynnikowej regresji wielorakiej. Jako zmienne wyja$niane
wprowadzano kolejno ekspresje receptorow TLR2, TLR3 i TLR4. Jako zmienne wyjasniajace

uwzgledniono stezenie biatka SP-A (w ng/ml) oraz czas w godzinach.

Dla ekspresji TLR2 nie udato si¢ stworzy¢ modelu, ktdry istotnie wyjasniatby zmienno$¢
zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 0,35; p = 0,790; R’ = -0,093. Oznacza to, ze ekspresja TLR2

pozostaje stala niezaleznie od uptywu czasu oraz st¢zenia biatka SP-A.

Dla ekspresji TLR3 nie udato si¢ stworzy¢ modelu, ktory istotnie wyjasniatby zmienno$¢
zmiennej wyjasnianej: F(3;28) = 2,67; p = 0,076; R’ = 0,179. Oznacza to, ze ekspresja TLR3

pozostaje stala niezaleznie od uptywu czasu oraz st¢zenia biatka SP-A.

Dla ekspresji TLR4 stworzono model, ktéry istotnie wyjasnial zmienno$§¢ zmiennej
wyjasnianej: F(3;28) = 4,10; p = 0,020. Skonstruowany model wyjasniat 28,8% zmiennosci
zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$é skorygowanego wspotczynnika R® = 0,288.
Okazato si¢, ze stgzenie SP-A jest istotnym czynnikiem powigzanym z ekspresja TLR4 —
wzrost stezenia SP-A powoduje wzrost ekspresji TLR4. Efekt czasu oraz efekt interakcyjny
obu zmiennych nie okazat si¢ istotny statystycznie. Wyniki przedstawiono w Tabeli nr 14 i na

Rysunku nr 24 i 25.
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B SE t p B
TLR2
(Stata) 6476,14 824,67 7,85 <0,001
SP-A -0,38 1,11 -0,34 0,737 -0,157
Czas 45,99 103,90 0,44 0,663 0,117
Czas * SP-A 0,07 0,14 0,50 0,626 0,241
TLR3
(Stata) 5908,65 632,03 9,35 <0,001
SP-A -0,11 0,85 -0,13 0,896 -0,053
Czas 52,13 79,63 0,65 0,520 0,150
Czas * SP-A 0,13 0,11 1,21 0,241 0,509
TLR4
(Stata) 8225,56 1352,93 6,08 <0,001
SP-A 4,70 1,82 2,58 0,018 0,965
Czas -123,38 170,45 -0,72 0,478 -0,154
Czas * SP-A -0,39 0,23 -1,71 0,103 -0,670

B — wspolczynnik regresji; SE - blad standardowy; ¢ — statystyka testu; p — poziom istotnosci; B — wystandaryzowany

wspotczynnik regresji

Tabela 14. Wspotczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na

ekspresje TLR2, TLR3 i TLR4 w linii komoérkowej Calu-3.
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Rycina 24. Ekspresja TLR4 w komorkach linii Calu-3.
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Rycina 25. Ekspresja TLR4 w komorkach linii Calu-3 w zalezno$ci od stezenia biatka SP-A.
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2.3. Linia CCD-39Lu

W nastepnej kolejnosci postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie, czy biatko SP-A wptywa
na ekspresj¢ TLR2, TLR3 i TLR4 w linii komoérkowej CCD-39Lu. W tym celu wykonano
szereg analiz czynnikowej regresji wielorakiej. Jako zmienne wyjasniane wprowadzano
kolejno ekspresje receptoréw TLR2, TLR3 i TLR4. Jako zmienne wyjasniajace uwzgledniono

stezenie biatka SP-A (w ng/ml) oraz czas w godzinach.

Dla ekspresji TLR2 stworzono model, ktéry istotnie wyjasnial zmienno$§¢ zmiennej
wyjasnianej: F(3;28) = 5,12; p = 0,009. Skonstruowany model wyjasniat 35,0% zmiennosci
zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$é skorygowanego wspotczynnika R* = 0,350.
Okazato sig, ze SP-A jest istotnym czynnikiem powigzanym z ekspresja TLR2. Efekt
interakcyjny obu zmiennych réwniez okazat si¢ istotny statystycznie. Oznacza to, ze w miar¢

uptywu czasu zmniejsza si¢ wptyw SP-A polegajacy na zmniejszeniu ekspresji TLR2.

Dla ekspresji TLR3 stworzono model, ktéry istotnie wyjasnial zmienno$§¢ zmiennej
wyjasnianej: F(3;28) = 6,87; p = 0,002. Skonstruowany model wyjasniat 43,4% zmiennosci
zmiennej wyjasnianej, o czym $wiadczy warto$é skorygowanego wspotczynnika R® = 0,434.
Okazalo si¢, ze stezenie SP-A jest istotnym czynnikiem powigzanym z ekspresja TLR3 —
wzrost stezenia SP-A powoduje wzrost ekspresji TLR3. Efekt czasu oraz efekt interakcyjny

obu zmiennych nie okazat si¢ istotny statystycznie.

Dla ekspresji TLR4 nie udato si¢ stworzy¢ modelu, ktory istotnie wyjasniatby zmienno$¢
zmiennej wyjasnianej: F(3;28) =0,11; p=0,951; R” = -0,131. Oznacza to, ze ekspresja TLR4
pozostaje stala niezaleznie od uplywu czasu oraz st¢zenia biatka SP-A. Wyniki przedstawiono

w Tabeli nr 15 1 na Rysunkach nr 26 1 27.
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B SE t p B
TLR2
(Stata) 2779,64 181,05 15,35 <0,001
SP-A -0,87 0,24 -3,59 0,002 -1,281
Czas -46,53 22,81 -2,04 0,055 -0,415
Czas * SP-A 0,08 0,03 2,52 0,020 0,943
TLR3
(Stata) 2796,08 200,88 13,92 <0,001
SP-A 0,66 0,27 2,46 0,023 0,818
Czas -46,29 25,31 -1,83 0,082 -0,347
Czas * SP-A -0,03 0,03 -0,99 0,332 -0,347
TLR4
(Stata) 224535 189,63 11,84 <0,001
SP-A 0,01 0,26 0,02 0,981 0,011
Czas -2,61 23,89 -0,11 0,914 -0,029
Czas * SP-A 0,01 0,03 0,25 0,803 0,125

B — wspolczynnik regresji; SE - blad standardowy; ¢ — statystyka testu; p — poziom istotnosci; B — wystandaryzowany

wspotczynnik regresji

Tabela 15. Wspotczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na
ekspresje TLR2, TLR3 i TLR4 w linii komoérkowej CCD-39Lu
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Rycina 26. Ekspresja TLR2 w komorkach linii CCD-39Lu w zalezno$ci od stezenia biatka
SP- A.
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Rycina 27. Ekspresja TLR3 w komorkach linii CCD-39Lu w zaleznosci od stezenia biatka
SP-A.
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3. Poziom transkryptu wybranych genow linii A549

3.1. PBGD

Reakcja qRT-PCR wykazata obecno$¢ genu referencyjnego PBGD we wszystkich
badanych probkach (Ryc.28-29). Ekspresja genu PBGD wykazywata r6zne wartosci dla
poszczego6lnych probek (Ryc.30).

10 15 20 2 30 35 ) 4
Cycle

Rycina 28. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe amplifikacji genu PBGD wraz z kontrola
negatywna.

20

66 67 68 69 70 Kl 72 73 74 7% 76 7 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 923 94 95 96 97
deg.

Rycina 29. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu PBGD wraz z kontrola
negatywna.
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Rycina 30. Ekspresja genu PBGD (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
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3.2. TLR2

Reakcja qRT-PCR wykazata obecno$¢ genu TLR2 we wszystkich badanych probkach
(Ryc.31). Ekspresja genu TLR2 wykazywala rézne wartosci dla poszczegélnych probek
(Ryc.32). W odniesieniu do genu referencyjnego 3 proby wykazywaly wieksza wzgledna
ekspresj¢. Proby z dodatkiem samego SP-A wykazywaty nizszg ekspresj¢ niz ekspresja genu
referencyjnego (Ryc.33).

66 67 68 69 70 il 72 73 74 75 76 7 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 9 92 93 94 95 9% 97
deg.

Rycina 31. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TLR2 wraz z kontrola

negatywna.
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Rycina 32. Ekspresja genu TLR2 (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
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Rycina 33. Wzgledna ekspresja genu TLR2 (wzgledem genu PBGD).
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3.3. TLR3

Reakcja qRT-PCR wykazata obecno$¢ genu TLR3 we wszystkich badanych probkach
(Ryc.34). Ekspresja genu TLR3 wykazywala rézne wartosci dla poszczegélnych probek
(Ryc.35). W odniesieniu do genu referencyjnego 6 prob wykazywato wicksza wzgledna
ekspresj¢. Proby z dodatkiem samego SP-A wykazywaty nizszg ekspresj¢ niz ekspresja genu
referencyjnego (Ryc.36).

Gé 6‘7 Gé 65 70 K4l 72 7‘3 7‘4 7‘5 7‘6 7‘7 7‘8 7‘9 SO S: 8‘2 8'3 8‘4 S‘S 8;5 5'7 8‘5 8‘9 9‘0 9‘1 9‘2 93 9‘4 9‘5 9‘6 97
eg
Rycina 34. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TLR3 wraz z kontrola

negatywna.
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Rycina 35. Ekspresja genu TLR3 (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).

Wzgledna ekspresja genu TLR3 (wzgledem genu PBGD).

Rycina 36




3.4.TLR4

Reakcja qRT-PCR wykazata obecno$¢ genu TLR4 we wszystkich badanych probkach
(Ryc.37). Ekspresja genu TLR4 wykazywala rézne wartosci dla poszczegélnych probek
(Ryc.38). W odniesieniu do genu referencyjnego 5 prob wykazywato wicksza wzgledna
ekspresje. Proby z dodatkiem samego SP-A wykazywaly nizsza ekspresj¢ niz ekspresja genu
referencyjnego (Ryc.39).
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Rycina 37. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TLR4 wraz z kontrola

negatywna.
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Rycina 38. Ekspresja genu TLR4 (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
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Rycina 39. Wzgledna ekspresja genu TLR4 (wzgledem genu PBGD).
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3.5. BAX

Reakcja qRT-PCR wykazata obecno$¢ genu BAX we wszystkich badanych probkach
(Ryc.40). Ekspresja genu BAX wykazywata rézne wartosci dla poszczegdlnych probek
(Ryc.41).W odniesieniu do genu referencyjnego 4 proby wykazywaly wicksza wzgledna
ekspresje. Proby z dodatkiem samego SP-A wykazywaly nizsza ekspresj¢ niz ekspresja genu
referencyjnego (Ryc.42).
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Rycina 40. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu BAX wraz z kontrolg negatywna.
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Rycina 41. Ekspresja genu BAX (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
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Rycina 42. Wzgledna ekspresja genu BAX (wzglgdem genu PBGD).



3.6. BCL-2

Reakcja qRT-PCR wykazata obecnos¢ genu BCL-2 we wszystkich badanych probkach
(Ryc.43). Ekspresja genu BCL2 wykazywata r6zne wartos$ci dla poszczegodlnych probek
(Ryc.44). W odniesieniu do genu referencyjnego 12 préb wykazywalo wigksza wzgledna
ekspresje. Proby z dodatkiem samego SP-A w stezeniu 57 1 137ng/ml w 12 godzinie
eksperymentu wykazaty wyzsza ekspresj¢ niz proba kontrolna oraz ekspresja genu

referencyjnego (Ryc.45).
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Rycina 43. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu BCL-2 wraz z kontrola

negatywna.
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Rycina 44. Ekspresja genu BCL-2 (obliczone stezenie — kopie/reakcja).
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Rycina 45. Wzgledna ekspresja genu BCL-2 (wzgledem genu PBGD).

95



3.7. TTF-1

Reakcja qRT-PCR wykazala obecno$¢ genu TTF-1 we wszystkich badanych probkach
(Ryc.46). Ekspresja genu TTF-1 wykazywata rézne wartosci dla poszczegodlnych probek
(Ryc.47). W odniesieniu do genu referencyjnego 15 préb wykazywalo wigksza wzgledna
ekspresj¢. Proba z dodatkiem samego SP-A w st¢zeniu 137ng/ml w 6 godzinie eksperymentu
wykazata wyzsza ekspresje niz proba kontrolna oraz ekspresja genu referencyjnego. Roéwniez
proba z dodatkiem samego SP-A w stezeniu 57ng/ml w 12 godzinie eksperymentu wykazata

wyzsza ekspresje niz proba kontrolna oraz ekspresja genu referencyjnego (Ryc.48).
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Rycina 46. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TTF-1 wraz z kontrola

negatywna.
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Rycina 47. Ekspresja genu TTF-1 (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja)
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Rycina 48. Wzgledna ekspresja genu TTF-1 (wzgledem genu PBGD)

97



3.8. IL-6

Reakcja qRT-PCR wykazala obecno$¢ genu IL-6 we wszystkich badanych probkach
(Ryc.49). Ekspresja genu IL-6 wykazywata rdézne wartosci dla poszczegodlnych probek
(Ryc.50). W odniesieniu do genu referencyjnego 32 proby wykazaty wieksza wzgledna
ekspresje. Proba z dodatkiem samego SP-A w stezeniu 1480 ng/ml w 24 godzinie
eksperymentu wykazala znaczaco wyzsza ekspresje niz w godzinie 6 i 12 oraz wyzsza niz

proba kontrolna (Ryc.51).
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Rycina 49. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu IL-6 wraz z kontrola negatywna.
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Rycina 50. Ekspresja genu IL-6 (obliczone stezenie — kopie/reakcja).
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Rycina 51. Wzgledna ekspresja genu IL-6 (wzgledem genu PBGD).
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3.9. INF-y

Reakcja qRT-PCR wykazata obecno$¢ genu INF-y we wszystkich badanych probkach
(Ryc.52). Ekspresja genu INF-y wykazywala rézne wartosci dla poszczegélnych probek
(Ryc.53). W odniesieniu do genu referencyjnego 12 prob wykazato wigksza wzgledna
ekspresje (Ryc.54).

66 67 63 55 7b 4l 72 73 74 75 76 77 78 79 éﬂ 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97|
deg

Rycina 52. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu INF-y wraz z kontrola
negatywna.
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Rycina 53. Ekspresja genu INF-y (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
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Rycina 54. Wzgledna ekspresja genu INF-y (wzgledem genu PBGD).



3.10. TNF-a

Reakcja qRT-PCR wykazata obecno$¢ genu TNF-a we wszystkich badanych probkach
(Ryc.55). Ekspresja genu TNF-a wykazywata rdzne warto$ci dla poszczegdlnych probek
(Ryc.56). W odniesieniu do genu referencyjnego 1 proba wykazata wicksza wzgledna
ekspresje. Proba z dodatkiem samego SP-A w stezeniu 1480 ng/ml w 24 godzinie
eksperymentu wykazala znaczaco wyzsza ekspresje niz w godzinie 6 i 12 godzinie oraz

wyzszg niz proba kontrolna (Ryc.57).
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Rycina 55. Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TNF-a wraz z kontrola
negatywna.
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Rycina 56. Ekspresja genu TNF-a (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
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Rycina 57. Wzgledna ekspresja genu TNF-a (wzglgdem genu PBGD).
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DYSKUSJA

Rak ptuca jest najczestsza przyczyng zgondw spowodowanych chorobg nowotworowa
zarowno wsrod mezczyzn jak i kobiet na calym $wiecie. U wigkszosci pacjentow objawy raka
ptuca pojawiaja sie, gdy choroba jest bardzo zaawansowana, co powoduje, ze nowotwor ten
jest trudny do leczenia. Dlatego tak wazne jest szukanie i opracowywanie nowych,

innowacyjnych metod jego diagnozy i terapii.

Pastva 1 wsp. wykazali, ze biatko SP-A reguluje wytwarzanie cytokin o profilu Th2
w mysim modelu astmy. Wyniki te sugeruja, ze biatko SP-A ma ré6znorodne funkcje
w patogenezie chordb ptuc [103]. Biorac pod uwage, iz biatko SP-A przyczynia si¢ do wielu
aspektow zwigzanych z immunologig uktadu oddechowego, w niniejszej pracy postawiono

zbadac¢ czy istniejg zaleznosci pomigdzy SP-A a rakiem pluca.

Powszechnie dostgpna S$wiatowa literatura w bardzo niewielkim stopniu wyjasnia
zwigzek pomiedzy rakiem ptuca a biatkiem A zwigzanym z surfaktantem ptucnym. Pewnym
jest, iz biatko SP-A wystgpuje konstytutywnie w tkankach NDRP — wykazat to Bejarano
1 wsp.[97]. Badania te, zapoczatkowaty poszukiwania relacji pomi¢dzy SP-A a rozwojem
choroby nowotworowej. Jednymi z kluczowych odkryé¢, byty wyniki grupy naukowcéw pod
kierownictwem Tsutsumida, ktérzy wykazali iz niska ekspresja biatka SP-A koreluje
z gorszym rokowaniem oraz krotszym calkowitym czasem przezycia chorych na raka ptuca
[99]. Ponadto Jiang i wsp. dowiedli, ze delecja genu SFTPA1l w komorkach
niedrobnokomoérkowego raka pluca byla zwigzana z progresja guza jak 1 szybkim

zaostrzeniem choroby [102].

Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych wykazaty, iz dziatanie biatka SP-A na komorki
linii raka pluca A549, powoduje nasilajacy si¢ z czasem efekt zwigkszenia si¢ liczby komorek
martwych, kosztem komorek w fazie podzialu G2/M. Ponadto stezenie biatka SP-A roéwniez
okazalo si¢ by¢ istotnym czynnikiem powigzanym z odsetkiem komoérek martwych — im
wyzsze stezenie biatka SP-A w hodowli komoérkowej, tym wigkszy odsetek komorek
martwych. Rowniez w hodowli linii Calu-3 biatko SP-A powodowato zwigkszanie si¢ liczby
komorek martwych, kosztem komodrek w fazie G2/M. Zaleznosci te byly istotne statystycznie.

Zupelie odwrotnie biatko SP-A oddzialywalo na lini¢ nienowotworowa -  komorki
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fibroblastow ptucnych CCD-39Lu. Wykazano, iz SP-A nie wywiera wplywu na odsetek
komoérek martwych ani komoérek znajdujacych si¢ w fazie G2/M, powoduje natomiast
zwigkszanie si¢ odsetka komorek znajdujacych si¢ w fazie GO/G1. Otrzymane wyniki sg
spojne z wynikami uzyskanymi przez Hasegawa 1 wsp., ktdrzy zaobserwowali iz bialtko SP-A

hamuje proliferacj¢ oraz metabolizm komorek linii A549 [104].

Powyzsze dane sugeruja, iz bialko SP-A moze by¢ waznym elementem terapii
przeciwnowotworowej, zarowno jako endogenny element uktadu odpornosciowego w terapii
celowanej, lub jako syntetyczny produkt leczniczy. Wyniki te, nie wyjasniaja jednak
mechanizmu $mierci komoérek nowotworowych pod wpltywem aktywno$ci biatka SP-A.
Bazujac na uzyskanych wynikach, nie mozna jednoznacznie odpowiedzie¢ czy biatko SP-A
jest czynnikiem wplywajacym na proces apoptozy czy na inny rodzaj $mierci komérkowe;.

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, potrzebne sg dalsze, bardziej szczegdtowe badania.

Jezeli chcielibySmy rozwaza¢ dziatanie biatka SP-A na poziomie uktadu
immunologicznego, niewatpliwie wazne sg receptory TLR dla ktérych biatko to jest
ligandem. Endogenne ligandy receptoréw TLR s3 bardzo silnymi czynnikami wptywajacymi
na przebieg nieswoiste]j odpowiedzi immunologicznej organizmu a ich ligacja
z odpowiednimi receptorami TLR moze aktywowaé czynnik transkrypcyjny NF-xB lub

czynnik IFR, powodujac wzrost syntezy i1 wydzielania wielu cytokin czy chemokin.

Dostepne sa wyniki obszernych badan na temat zalezno$ci pomigdzy receptorami Toll-
podobnymi a rakiem pluca. Wykazano zwigzek pomiedzy wysoka ekspresja mRNA TLR1-10
u pacjentow z NDRP a dhluzszym czasem przezycia chorych [45]. Guillot 1 wsp.
zaobserwowali aktywacj¢ receptora TLR4 poprzez dodanie biatka SP-A. Ich badania opieraly
si¢ na analizie komorek jajnika chomika chinskiego — zar6wno z obecno$cig TLR4 jak i przy
jego braku. W komoérkach z obecnym TLR4, po dodaniu SP-A nastgpowata aktywacja
jadrowego czynnika transkrypcyjnego beta (NF-kB). Takiej odpowiedzi nie uzyskiwano
u chomikéw bez TLR4 [67]. Podobne wnioski dotyczace ligacji SP-A z TLR4 uzyskali
badacze pod kierownictwem Yamada. Wykazali oni, ze SP-A oddzialuje bezposrednio
z TLR4 i MD-2. SP-A wiaze si¢ z rozpuszczalng forma zewnatrzkomoérkowej domeny TLR4
(STLR4) i MD-2 na drodze zaleznej od Ca2" [95]. Powyzsze teorie zostaly potwierdzone
w niniejszej pracy. Wykazano, iz st¢zenie biatka SP-A jest istotnym czynnikiem powigzanym
z ekspresja receptora TLR4 zardwno na powierzchni komorek linii A549 jak i Calu-3. Przy

uzyciu cytometrii przeptywowej otrzymano statystycznie istotne wyniki, mowigce o tym, ze
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wraz ze wzrostem st¢zenia biatka SP-A dochodzi do wzrost ekspresji powierzchniowego
receptora TLR4. Efekt czasu oraz efekt interakcyjny obu zmiennych nie okazat si¢ by¢ istotny
statystycznie. Natomiast dla linii nienowotworowej fibroblastéw ptucnych CCD39-Lu
wykazano, iz ekspresja TLR4 pozostaje stala niezaleznie od uptywu czasu oraz stezenia
biatka SP-A. Dla TLR2 i TLR3 nie wykazano statystycznie istotnej zaleznosci z obecnoscia
biatka SP-A, jednakze podkresli¢ trzeba iz receptory te byly obecne na powierzchni komorek
uzytych do eksperymentu.

Tak wiec, zalezno$ci pomigdzy biatkiem SP-A a elementami wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej wydaja si¢ mie¢ niezwykle istotny wplyw na rozwoj 1 przebieg
niedrobnokomoérkowego raka pluca oraz by¢ istotne z klinicznego punktu widzenia dla

przetamania supresji odpowiedzi antynowotworowe;.

W otrzymanych wynikach badan, na poziomie molekularnym nie zaobserwowano
statystycznie istotnych zaleznosci pomiedzy stezeniem biatka SP-A a ekspresja gendow dla
receptoréw TLR oraz wybranych mediatoréw odpowiedzi immunologicznej. Taka informacja
moze sugerowal, iz bialko SP-A nie dziala bezposrednio na komorki nowotworowe
a stymulacja uktadu odpornosciowego przy jego udziale zachodzi posrednio poprzez
interakcje z innymi komodrkami w mikrosrodowisku nowotworu. Twierdzenie takie, byloby
spojne z wynikami, ktore otrzymat Kaczmarek i wsp. [101] oraz Mitsuhashi i wsp. [100]
wedhug ktorych, SP-A reguluje mikro$rodowisko guza przez kontrolowanie polaryzacji
makrofagdw zwigzanych z nowotworem (TAM). Ich badania wykazaty, ze SP-A wptywa na
rézne obszary aktywno$ci makrofagdw, w szczego6lnosci chemotaksje, fagocytoze i ekspresje
biatek powierzchniowych komoérek. W wiekszosci guzéw makrofagi infiltruja mas¢ guza
1 uwaza si¢, ze wyrazaja fenotyp M2, ktory zapewnia immunosupresyjne mikrosrodowisko
dla wzrostu guza. Natomiast w podskornym przeszczepie ksenoprzeszczepu lub przerzutach
do pluc w modelach mysich, SP-A wyrazane przez komoérki nowotworowe prowadzi do
zwigkszonej liczby makrofagow aktywowanych w kierunku M1, ktore nastgpnie wzmacniaja
komorki NK. Kaczmarek i wsp. zaobserwowali réwniez wysokie stezenie endogennego
biatkka SP-A  w  oplucnowych  wysigkach  nowotworowych od  pacjentow
z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca. Moze to by¢ kliniczna manifestacja aktywacji uktadu
immunologicznego, majaca na celu zatrzymanie proliferacji komdrek nowotworowych.
Efektow takich nie zaobserwowano w linii nienowotworowej, co jeszcze bardziej zwigksza

wiarygodno$¢ wysunietej tezy.
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Aczkolwiek proba z dodatkiem samego SP-A w stezeniu 1480 ng/ml w 24 godzinie
eksperymentu linii A549 wykazata znaczaco wyzsza ekspresje transkryptu genu dla IL-6 niz
w godzinie 6 i 12 oraz wyzsza niz proby kontrolne. Wyniki te mogg sugerowac iz komorki
nowotworowe A549 stymulowane biatkiem SP-A mogg by¢ waznym Zrédlem IL-6
w przebiegu procesu nowotworowego. Komorki A549 jako zrodio IL-6 byly juz wczesdniej
opisywane przez mi¢dzy innymi Crestani i wsp. Natomiast w przypadku badan tego zespotu
zrédtem pobudzenia komoérek A549 byta IL-1B oraz TNF-a [105]. Biorac pod uwage
plejotropowy charakter interleukiny 6, nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy w tym

wypadku stymulacja SP-A ma charakter pozytywny czy tez nie.

W sprzeczno$ci pozostaja teraz wyniki otrzymane w powyzszych badaniach
sugerujace iz z jednej strony, biatko SP-A powoduje wzrost ekspresji receptoréw TLR4 na
komoérkach nowotworowych (w badaniach cytometrycznych) a z drugiej na poziomie
molekularnym nie powoduje zwigkszania poziomu transkryptu dla genu TLR4. Informacja ta
moze tylko zasugerowaé, ze SP-A dziala na komodrki nowotworowe regionalnie, chwilowo
1 dosy¢ szybko. Zjawisko to, mogloby by¢ cenng informacja, identyfikujaca biatko SP-A jako

substancje bezpieczng z punktu widzenia zastosowan terapeutycznych.

Przeprowadzone w przebiegu obecnej pracy eksperymenty z zastosowaniem
egzogennego, aktywnego biologicznie bialka SP-A, byly pierwszymi przeprowadzanych
réwnoczes$nie na nowotworowych i nienowotworowych liniach komérkowych. Uzupetniaja
one obecny stan wiedzy o lepsze zrozumienie mechanizméw kancerogenezy raka pluca oraz
wplywu biatka SP-A na odpowiedZ antynowotworowa. Wyniki powyzszych badan moga
stanowi¢ istotny kierunek rozwoju innowacyjnych immunoterapii nowotwordéw. Nadrzednym
celem jest okreslenie teraz na modelu zwierzgcym, czy stymulacja, aktywnym biologicznie
biatkiem SP-A dziala podobnie rowniez w mikrosrodowisku nowotworu, gdzie oprocz
komoérek nowotworowych znajduje si¢ caly szereg innych, wysoce wyspecjalizowanych
elementow uktadu immunologicznego. Jezeli wyniki okaza si¢ spojne, mozna by zaczaé

rozwaza¢ biatko SP-A pod katem uzytecznosci terapeutycznych.
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WNIOSKI

1. Bialko SP-A wplywa na cykl komérkowy linii A549 oraz Calu-3, powodujac zwigkszanie

si¢ odsetka komorek martwych. Wptyw ten jest tym wigkszy im wigksze st¢zenie bialka.

2. Receptor TLR4 na komorkach A549 oraz Calu-3 zwicksza swoja ekspresje w miarg

wzrostu stezenia biatka SP-A.

3. Bialko SP-A nie powoduje wzrostu ekspresji transkryptu genéw TLR2, TLR3, TLR4,
BAX, BCL-2, TTF-1, IL-6, INF-y oraz TNF-a.

4. Zaobserwowano zalezno$¢ pomigdzy wysokim stgzeniem SP-A a zwigkszong ekspresja

transkryptu genu IL-6. Zalezno$¢ ta nie jest jednak istotna statystycznie.
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Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10.

11.

12.

13.

14.

Wybrane DAMPs oraz ich wptyw na rozw6j NDRP.

Charakterystyka substancji uzytych do kondycjonowania mediow

hodowlanych.

Schemat stezen biatka SP-A zastosowanych do okreslenia jego wptywu na cykl

komorkowy linii A549, Calu-3 oraz CCD-39Lu.

Schemat uzytych substancji (biatka SP-A) do okreslenia ekspresji receptorow
TLR2, TLR3 i TLR4 linii A549, Calu-3 oraz CCD-39Lu.

Charakterystyka przeciwcial uzytych do okreslenia ekspresji receptorow

TLR2, TLR3 i TLR4 w obrgbie linii A549, Calu-3 oraz CCD-39Lu.
Schemat hodowli do badan molekularnych linii A549.

Sktad zestawu do qRT-PCR (QIAGEN).

Charakterystyka starterow uzytych do reakcji qRT-PCR.

Przebieg reakcji qRT-PCR.

Wspolczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na

cykl komoérkowy linii A549.

Wspolczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na

cykl komérkowy linii Calu-3.

Wspolczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na

cykl komérkowy linii CCD-39Lu.

Wspolczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na

ekspresje TLR2, TLR3 i TLR4 w linii komorkowej A549.

Wspoélczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na

ekspresje TLR2, TLR3 i TLR4 w linii komoérkowej Calu-3.
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Tab. 15.

Ryc. 2.

Ryec. 3.

Ryc. 5.

Ryc. 6.

Ryec. 8.

Ryc. 9.

Ryc. 10.

Ryc. 11.

Ryc. 12.

Wspoélczynniki analizy regresji przewidujacej wptyw biatka SP-A i czasu na

ekspresje TLR2, TLR3 i TLR4 w linii komoérkowej CCD-39Lu.

Wysiek optucnowy z komoérkami niedrobnokomoérkowego raka ptuca. (H+E
x1000).

TLRY stymuluje uktad immunologiczny do odpowiedzi

przeciwnowotworowe;.

OdpowiedZ mikrosrodowiska nowotworu na ligacj¢ receptorow TLR.

Procentowy udziat sktadnikéw tworzacych strukture surfaktantu plucnego.

Struktura kolektyny (monomer).

Struktura biatka SP-A.

Receptory komorkowe dla biatka SP-A.
Stezenie SP-A w wysigckach o rdznej etiologii.

Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniu nr 1 pm - marker
mas, #1-#10 zebrane frakcje po elucji. Widoczne s3 prazki o masie okolo

27kDa i1 30kDa we frakcjach 1-3, co odpowiada masie SP-A.

Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniu nr 2 pm - marker
mas, #1-#10 - zebrane frakcje po elucji, wash - frakcja zebrana po ptukaniu
kolumny buforem do przemywania. Widoczny jest prazek o masie okolo

27kDa. We frakcji wash wida¢ prazki powyzej 27kDa.

Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniu nr 3 FT - probka
zebrana z kolumny po naktadaniu, wash — frakcja zebrana po ptukaniu
kolumny buforem do przemywania, pm - marker mas, #1-#10 - zebrane frakcje
po elucji. Analiza pokazata obecno$¢ wielu prazkéw o masie powyzej S0kDda,
niewidoczne sg prazki o masie okoto 27kDa, we frakcji wash wida¢ gléwny

prazek o masie okoto 70kDa.

Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniu-04. load: probka

naktadana na kolumne , FT: probka zebrana z kolumny po naktadaniu, wash:
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Ryc.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

frakcja zebrana po ptukaniu kolumny buforem do przemywania, pm: marker
mas, #1-#10: zebrane frakcje po elucji. Analiza SDS-PAGE pokazata, zZe

biatko wymyte z kolumny mannozowej nie tapie si¢ na kolumnie amylozowe;.

A-C. Analiza SDS-PAGE frakcji uzyskanych po oczyszczaniach #5 do #7. M:
marker mas, Load: probka nakladana na ztoz¢, FT: probka nie zwigzane ze
ztozem, Wash: probka zebrana po ptukaniu buforem do przemywania, EF#1-

#5: zebrane frakcje po wymyciu ze ztoza buforem do elucji.

Analiza Western Blot probki polaczonej. M: marker mas, Concentration 001:
probka zat¢zona przed odsoleniem, Desalting: odsolenie, Concentration 002:
probka zatezona po odsoleniu, HB: probka zatgzona (retentat), FT: przesacz

(permeat), Load: probka przed odsoleniem, EF: probka po odsoleniu.
Linia A549 barwiona H+E.

Linia Calu-3.

Linia CCD-39Lu.

Krzywa wzorcowa dla genu PBGD otrzymana w reakcji qRT-PCR.
Wplyw réznych stezen biatka SP-A na cykl komdrkowy linii A549.
Wptyw réznych stezen biatka SP-A na cykl komdrkowy linii Calu-3.
Wptyw réznych stezen biatka SP-A na cykl komoérkowy linii CCD-39Lu.
Ekspresja TLR4 na komorkach linii A549.

Ekspresja TLR4 w komorkach linii A549 w zalezno$ci od stezenia biatka
SP-A.

Ekspresja TLR4 w komorkach linii Calu-3.

Ekspresja TLR4 w komorkach linii Calu-3 w zaleznos$ci od stezenia biatka

SP-A.

Ekspresja TLR2 w komorkach linii CCD-39Lu w zalezno$ci od stezenia biatka
SP- A.
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Ekspresja TLR3 w komorkach linii CCD-39Lu w zaleznosci od stezenia biatka
SP- A.

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe amplifikacji genu PBGD wraz z kontrola

negatywna.

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu PBGD wraz z kontrolg

N

negatywna.

Ekspresja genu PBGD (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).

N

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TLR2 wraz z kontrolg

negatywna.
Ekspresja genu TLR2 (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
Wzgledna ekspresja genu TLR2 (wzglgdem genu PBGD).

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TLR3 wraz z kontrolg

N

negatywna.
Ekspresja genu TLR3 (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
Wzgledna ekspresja genu TLR3 (wzglgdem genu PBGD).

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TLR4 wraz z kontrolg

N

negatywna.
Ekspresja genu TLR4 (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
Wzgledna ekspresja genu TLR4 (wzglgdem genu PBGD).

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu BAX wraz z kontrolg

N

negatywna.
Ekspresja genu BAX (obliczone stgzenie — kopie/reakcja).

Wzgledna ekspresja genu BAX (wzglgdem genu PBGD).

N

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu BCL-2 wraz z kontrolg
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44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

negatywna.
Ekspresja genu BCL-2 (obliczone stezenie — kopie/reakcja).
Wzgledna ekspresja genu BCL-2 (wzgledem genu PBGD).

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TTF-1 wraz z kontrolg

negatywna.
Ekspresja genu TTF-1 (obliczone stezenie — kopie/reakcja).
Wzgledna ekspresja genu TTF-1 (wzgledem genu PBGD).

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu IL-6 wraz z kontrolg

negatywna.
Ekspresja genu IL-6 (obliczone stezenie — kopie/reakcja).
Wzgledna ekspresja genu IL-6 (wzgledem genu PBGD).

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu INF-y wraz z kontrola

negatywna.
Ekspresja genu INF-y (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).
Wzgledna ekspresja genu INF-y (wzgledem genu PBGD).

Obraz reakcji qRT-PCR, krzywe topnienia genu TNF-a wraz z kontrolg

negatywna.
Ekspresja genu TNF-a (obliczone st¢zenie — kopie/reakcja).

Wzgledna ekspresja genu TNF-a (wzgledem genu PBGD).
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STRESZCZENIE

Celem pracy byla ocena wptywu aktywnego biologicznie biatka SP-A na komorki

raka ptuca.

Badaniom poddano 3 linie komdrkowe — dwie nowotworowe (ptaskonablonkowy rak
ptuca) oraz jedna nienowotworowa (fibroblasty phlucne). Eksperymenty przeprowadzono
z zastosowaniem aktywnego biologicznie biatka SP-A, ktére wyizolowano z wysiekdéw
optucnowych, pobranych uprzednio droga torakocentezy od 34 pacjentéw
z Kliniki Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz Wielkopolskiego Centrum Pulmonologii
i Torakochirurgii w Poznaniu. Zaden z pacjentéw z nowotworowym wysiekiem optucnowym
nie byl poddany terapii przeciwnowotworowej. Przy uzyciu cytometrii przeplywowe;j
oceniono cykl komoérkowy badanych linii hodowanych in vitro w obecnosci SP-A, a takze
zbadano poziom ekspresji receptorow TLR2, TLR3 i TLR4. Z komoérek wyizolowano
réwniez RNA, w ktérym technikg qRT-PCR okreslono poziom ekspresji wybranych genow

kodujacych biatka zaangazowane w kancerogeneze.

W badaniach wykazano, iz dodanie bialka SP-A do uktadéw eksperymentalnych
powodowato zwigkszenie liczby martwych komorek linii nowotworowych, nie wptywajac na
wzrost $miertelnosci komorek linii kontrolnej. Stwierdzono, iz podwyzZszenie st¢zenia biatka
SP-A w hodowlach indukowato wzrost ekspresji receptora TLR4 na powierzchni komorek
linii nowotworowych. W trakcie eksperymentéw zaobserwowano rowniez zalezno$¢
pomiedzy wysokim stezeniem SP-A a zwigkszong ekspresja transkryptu genu kodujacego
IL-6.

Obserwowana w badaniach zalezno$¢ pomig¢dzy biatkiem SP-A a elementami
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, wydaje si¢ mie¢ istotny wplyw na rozwdj i przebieg
niedrobnokomdrkowego raka ptuca, oraz moze by¢ istotna z klinicznego punktu widzenia dla
przelamania supresji odpowiedzi przeciwnowotworowej. Powyzsze wyniki wskazuja na
zdolno$¢ bezposredniego oddziatywania bialtka SP-A na komorki nowotworowe, oraz
posredniego poprzez aktywacj¢ receptora TLR4. Uzyskane dane stanowa istotne uzupetnienie
obecnego stanu wiedzy 1 pozwalaja lepiej zrozumie¢ mechanizmy kancerogenezy raka ptuca.
Wyniki te, moga by¢ rowniez istotnym elementem w rozwoju innowacyjnych immunoterapii
nowotworow, w ktorych biatko SP-A moze by¢ wykorzystane jako czynnik o charakterze

terapeutycznym.
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SUMMARY

The aim of the study was to assess the effect of biologically active SP-A protein on

a lung cancer cell lines.

Three cell lines were examined — two cancerous (squamous cell lung cancer) and one
non-cancerous (pulmonary fibroblasts). The experiments were performed using biologically
active SP-A protein, which was isolated from pleural effusions, previously collected
by thoracocentesis from 34  patients  hospitalized in  the Department
of Pulmonology, Allergology and Pulmonological Oncology of the Poznan University of
Medical Sciences and the Greater Poland Pulmonology and Thoracic Surgery Center
in Poznan. None of the patients with cancerous pleural effusion have undergone cancer
therapy. Using flow cytometry, were analyzed cell cycle of the tested lines, previously
cultured in vitro in the presence of SP-A. Also, using flow cytometry the expression of TLR2,
TLR3 and TLR4 receptors were measured. Finally, RNA from A549 cell line was isolated, in
which using the qRT-PCR technique, the expression of selected genes encoding proteins

involved in carcinogenesis were measured.

As a result, high SP-A protein concentration in experiments, leads to increase of dead
cells of cancer lines, without affecting mortality of the control line. It was found that
increasing the level of SP-A protein in the cultures, induced TLR4 expression on the surface
of tumor lines. During the experiments, a relationship between high SP-A concentration and

increased expression of coding genes for IL-6 was also observed.

Indicated relationship between SP-A proteins and immune responses is significant for
the development and course of non-small cell lung cancer, and may also be clinically
significant for breaking the tumor suppression. SP-A acts directly on cancer cells and
indirectly by activating the TLR4 receptor. The obtained data is an important supplementary
data to the current state of knowledge and allows the better understand of the lung cancer
carcinogenesis mechanisms. These results may have a significant impact on the development

of cancer immunotherapy in which the SP-A protein can be used as a therapeutic agent.
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