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Neutrofile stanowig pierwszg linig obrony organizmu przed patogenami tj. bakteriami,
grzybami, wirusami i pierwotniakami. W tym celu neutrofile wykorzystuja proces
fagocytozy, degranulacje ziarnistosci zawierajacych antybakteryjne enzymy oraz generuja
powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych. Stosunkowo niedawno zostat odkryty nowy
sposob zabijania patogenéw opisany jako NETs. W przebiegu tego procesu neutrofile
uwalniajg zewngtrzkomoérkowe sieciopodobne struktury nazwane zewnatrzkomérkowymi
sieciami neutrofilowymi (ang. neutrophil extracellural traps, NETs), ztozonymi z kwaséw
nukleinowych, histonéw oraz enzyméw. NETs posiadaja zdolno$¢ do wychwytu i
zabicia patogendw, a zjawisko to stanowi istotny mechanizm obronny w ciezkich
zakazeniach. Proces wytwarzanie NETs moze zosta¢ zainicjowany przez szereg czynnikéw,
takich jak kompleksy immunologiczne, sktadowe ukladu dopetniacza, czy obecnosé cytokin
prozapalnych. W ostatnich latach opublikowano szereg doniesien wskazujacych na udziat
NETs w etiologii i patogenezie choréb o podiozu autoimmunizacyjnym, zapalnym czy

nowotworowym.

Celem niniejszej pracy byla ocena procesu uwalniania NETs przez granulocyty
izolowane z krwi obwodowej 0s6b cierpigcych na choroby o podtozu autoimmunizacyjnym.
Dodatkowo zbadano wplyw leczenia chorych na uwalnianie NETs. Zbadano rowniez wplyw
osocza pacjentow i oséb zdrowych na degradacj¢ zewnatrzkomoérkowego DNA w
warunkach i vitro. Podjgto réwniez probg oceny polimorfizmu genu DNASE I, kodujacego
enzym degradujgcy NETs w ustroju. Z uwagi na fakt, iz w warunkach in vivo na komorki
moze dziata¢ rownolegle kilka czynnikéw aktywujacych, w drugiej czesci pracy oceniono
wytwarzanie NETs przez granulocyty obojetnochtonne 0séb zdrowych po aktywacji roznymi

kombinacjami poprzednio uzytych stymulatordw.

Do badania wigczono 121 oséb w wieku od 18 do 66 lat. W obrebie grupy badanej u
26 0sob zdiagnozowano ziarniniakowatos$é z zapaleniem naczyn (ang. granulomatosis with
polyangiitis, GPA), a u 28 ukfadowy toczen rumieniowaty (ang. systemic lupus
erythematosus, SLE). Do badania rekrutowano chorych w momencie rozpoznania choroby
(przed wigczeniem leczenia) lub w przypadku gdy leczenie bylo wdrozone od co najmniej 12
miesigcy. Grupg kontrolng stanowili zdrowi ochotnicy. Granulocyty 37 osob zdrowych
wykorzystano jako kontrole do badania tworzenia NETs przez granulocyty chorych na
SLE/GPA, natomiast probki kolejnych 30 o0séb wykorzystano do zbadania kinetyki

powstawania NETs z zastosowaniem kombinacji stymulatoréw.




Zdolno$¢ do tworzenia NETs byla analizowana w przypadku granulocytow
niestymulowanych oraz po ich aktywacji za pomoca PMA (ang. phorbol myristate acetate),
fMLP (ang. N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine), Cal (ang. calcium ionophore) lub ich
kombinacji. Uwalnianie NETs oceniano ilo§ciowo za pomoca fluorymetrii (6 punktow
czasowych) oraz jako$ciowo za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej. Zdolno$é do
degradacji zewnatrzkomérkowego DNA przez osocze pacjentéw przebadano za pomoca
fluorymetrii. Gen DNASE 1 zostal zsekwencjonowany metodg Sangera w celu sprawdzenia

obecnosci polimorfizméw SNP.

Wykazano, ze stymulowane neutrofile chorych produkujg wigcej NETS niz neutrofile
grupy kontrolnej. Najwigksza roznica wynoszaca 82,5% byla obserwowana w przypadku
stymulacji PMA. Nie zaobserwowano natomiast réznic miedzy osobami chorymi a grupg
kontrolng gdy stymulatorem byto fMLP. Interesujacym odkryciem bylo stwierdzenie roznic
w wyrzucie NETs przez granulocyty chorych na obie badane choroby. Granulocyty chorych
na GPA wykazaly srednio o 68,5% wyzsza produkcje NETSs niz neutrofile chorych na SLE.
W przypadku chorych w trakcie leczenia proces tworzenia si¢ NETs utrzymywat si¢ na
poziomie kontroli negatywnej, a obserwacja mikroskopowa potwierdzila zahamowanie
procesu  NETozy. Dodatkowo wykazano obnizona zdolno$é do degradacji
zewnatrzkomorkowego DNA, zaréwno u oséb z GPA, jak i SLE, w pordwnaniu z grupg
kontrolng. Analiza sekwencyjna genu dla DNazy| wykazata obecno$¢ trzech polimorfizméow
SNP mogacych mie¢ zwiazek z obnizona zdolnoscig degradacji NETs u tych pacjentéw
(p=0,0001). W drugiej czesci pracy przebadano wplyw kombinacji stymulatoréw na wyrzut
NETs. Wykazano, ze stymulacja komérek poprzez kombinacje PMA/fMLP, PMA/Cal oraz
fMLP/Cal powoduje znamiennie nizszy wyrzut NETs niz stymulacja za pomocg PMA
(p=<0,0001), badz Cal (p<0,0001). Ponadto, wykazano iz, stymulacja granulocytow trzema

stymulatorami catkowicie hamuje proces tworzenia NETs na jego wezesnym etapie.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, ze granulocyty
obojetnochtonne chorych na SLE i GPA posiadajg nasilong zdolno$¢ do wyrzutu NETs w
porownaniu do granulocytéw oséb zdrowych, dodatkowo neutrofile chorych na GPA i SLE
roznig si¢ zdolnosciag do wyrzutu sieci po stymulacji na drodze niezaleznej od oksydazy
NADPH. Zwigkszona produkcja NETs moze przyczynia¢ si¢ do powstania tych chordb i
moze nasila¢ proces zapalny w ich przebiegu. Ponadto, wyniki pokazuja, ze zbyt intensywna

stymulacja granulocytéw nie tylko obniza iloéé wytworzonych NETSs, ale moze zatrzymaé ten




proces catkowicie. Wnioskuje sig, ze w przypadku oséb zdrowych istnieja
wewnatrzkomérkowe mechanizmy regulujace nadmierng produkcje NETs co moze chronié

organizm przed rozwojem autoimmunizacji.
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