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1 Wstep

1.1 Granulocyty obojetnochlonne

1.1.1 Hematopoeza granulocytéw obojetnochlonnych

Szereg rozwojowy granulocytow (neutrofiléw) obejmuje szes¢ etapow podczas
ktorych, w komoérkach dochodzi zarowno do formowania si¢ charakterystycznych dla
neutrofili ziarnisto$ci, jak i zmian morfologicznych obejmujacych kondensacje
chromatyny oraz utworzenia charakterystycznego wielosegmentowego jadra.
Pierwszym etapem jest mieloblast. Jest to dos¢ mata komoérka (okoto 10um) o duzym,
niezroznicowanym jadrze oraz do$¢ luzno upakowanej chromatynie. W obrgbie
cytoplazmy zlokalizowane sg liczne mitochondria oraz ciatka Golgiego, brak jednak
ziarnistosci. Kolejng komorka w szeregu jest promielocyt. Jest on wigkszy (okoto 15
um) z podobng do micloblasta strukturg jadra komodrkowego. Ma jednak lepiej
rozwinigty uktad siateczki $rédplazmatycznej oraz mniejsza liczbe mitochondrii. Na
etapie promielocyta formowane sg ziarnistosci pierwotne (azurofilne, zawierajace
miedzy innymi mieloperoksydazg oraz proteinazg-3). Nastgpnie z promielocyta
powstaje mielocyt. Etap mielocyta jest ostatnim etapem szeregu rozwojowego na
ktéorym dochodzi do podziatu komorki. Mielocyt jest mniejszy (okoto 10 pm),
z mniejszym, okragtym lub owalnym jadrem komoérkowym. Na etapie mielocyta nie
powstaja juz ziarnisto$ci pierwotne, formowane s3 za$ ziarnistosci wtorne. Kolejna
komorka w szeregu rozwojowym jest metamielocyt. To stadium rozwoju charakteryzuje
si¢ gldéwnie zmianami morfologicznymi odejmujgcymi zarowno kondensacje
chromatyny, jak i jadra komorkowego, ktore zaczyna przyjmowaé ksztalt nerkowaty.
Metamielocyt przeksztatca si¢ nastgpnie w granulocyt pateczkowaty. Etap te wigze si¢
gléwnie z dalsza zmiang morfologii jadra komorkowego. Poszczegdlne segmenty sa
coraz lepiej widoczne, jednak jadro nie przyjmuje jeszcze charakterystycznego dla
neutrofili ksztaltu. Granulocyty paleczkowate s3g pierwszymi komoérkami linii
granulocytopeozy, ktorych obecno$¢ mozna zaobserwowa¢ w krwi zdrowych osob
(okoto 3% leukocytow). Ostatnim stadium rozwoju jest neutrofil (granulocyt
obojetnochtonnych). Jest to komorka w pelni dojrzata, o charakterystycznym
segmentowanym jadrze oraz cytoplazmie zawierajacej liczne ziarnistosci [1], [2].

Szacuje si¢, ze dziennie w szpiku produkowanych jest okolo 5x10'° - 10x10%



neutrofiléw, z czego jedynie ponizej 2% przedostaje si¢ do krwi [3], [4]. Rekrutacja
neutrofili ze szpiku kostnego jest procesem, ktéry pozwala na szybkie zwigkszenie
odsetka tych komoérek we krwi i czesto obserwowana jest w trackie réznego rodzaju
proceséw zapalnych. Proces ten regulowany jest przez szereg czynnikow, migdzy
innymi receptory CXCR2/ CXCR4 i ich ligandy : CXCL1, SDF-1, MIP-2 oraz
G-CSF[3], [5-7]. Po przedostaniu si¢ do krwiobiegu czas zycia neutrofili jest raczej
krotki i wynosi on okoto 6-10 godzin [4]

1.1.2 Funkcje granulocytow obojetnochlonnych

Neutrofile uznawane sg za komorki stanowigce pierwsza linie obrony organizmu
przed inwazjg réznego rodzaju drobnoustrojow. Stanowig najliczniejszg grupe wsrod
leukocytow. U zdrowego dorostego czltowieka szacuje si¢, ze stanowig one okoto
50-60% wszystkich biatych krwinek. Podstawowa funkcja neutrofilow jest fagocytoza
oraz  zabijanie = mikroorganizmoéw.  Procesy te  sag  $ciSle  zwigzane
z obecnymi w obrgbie cytoplazmy neutrofiléw ziarnisto$ciami. Ziarnistosci
granulocytow oboje¢tnochtonnych mozemy podzieli¢ na 4 grupy: ziarnistosci pierwotne,
wtorne, trzeciorzedowe oraz tzw. pecherzyki wydzielnicze. Zawierajg one szereg bialek
zdolnych miedzy innymi do zabijania mikroorganizméw (Ryc. 1.1)[8], [9].
W aktywowanych neutrofilach biatka te umozliwiajg zabijanie drobnoustrojow poprzez
taczenie si¢ z fagolizosomami zawierajgcymi fagocytowane patogeny. Dodatkowo
poprzez produkcje reaktywnych form tlenu (ang. ROS - reactive oxygen species) oraz na
drodze degranulacji, podczas ktérej substancje zawarte w ziarnisto$ciach sg uwalniania
do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, neutrofile moga aktywnie niszczy¢
niesfagocytowane mikroorganizmy. Jednak ze wzgledu na fakt, ze duza ilo§¢ biatek
zawartych w ziarnisto$ciach neutrofiléw wykazuje aktywnos¢ proteolityczng, proces ten

niesie ze sobg niebezpieczenstwo uszkodzenia wiasnych tkanek i komorek.



Ryc. 1.1 Zawarto$¢ ziarnistosci granulocytéw obojetnochlonnych.
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Poza pehieniem funkcji fagocytéw, granulocyty stanowig takze zrédlo wielu
cytokin, chemokin oraz czynnikow chemotaktycznych. Obecnie dostgpne badania
pokazuja, ze aktywowane neutrofile s3 w stanie syntetyzowac oraz wydziela¢ migdzy
innymi: IL-1,-6,-8,-12, GROa, MIP-1a, MIP-1B, TNF-a, TNF-B, przyczyniajac si¢ tym
samym do aktywacji szeregu komorek ukladu immunologicznego i rozszerzania
procesu zapalnego [10]. Granulocyty obojetnochtonne uznawane sg takze za jedno
z glownych zrodet metabolitow kwasu arachidonowego. Aktywowane neutrofile
produkujag gtownie leukotrien Bg (LTBg). LTB; jest uznanym czynnikiem
chemotaktycznym granulocytéw 1 poprzez zwigkszanie ekspresji MAC-1 na
powierzchni neutrofilow aktywnie przyczynia si¢ do ich zwigkszonej migracji oraz

adhezji [11].

1.1.3 Udzial granulocytow obojetnochlonnych w patofizjologii ziarniniakowatosci

z zapaleniem naczyn

Ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn ( ang. Granulomatosis with polyangiitis
- GPA ,wczes$niej znana jako Ziarniak Wegenera - Wegener’s granulomatosis — WG) to
pierwotne martwicze zapalenie naczyn krwionos$nych 0 jak dotad nie ustalonej etiologii.
Wsrod czynnikow zwigzanych z rozwojem choroby wymienia si¢ miedzy innymi udziat

polimorfizméw genow inhibitorow proteaz (alfa-1 antytrypsyny), cytokin (IL-10) czy



pewne warianty genotypowe uktadu HLA [12-14]. Obecnie przyjmuje sie, ze udziat
w patogenezie GPA moga mie¢ takze zakazenia bakteryjne. Kolonizacja bton
Sluzowych nosa przez Staphylococcus aureus obserwowana jest prawie trzy razy
czesciej u pacjentdw z ziarniniakowatoscig z zapaleniem naczyn niz u oséb zdrowych.
Co wigcej niektore antygeny bakteryjne, jak np. bialko A moga najprawdopodobniej
stymulowa¢ limfocyty B do produkcji autoreaktywnych przeciwciat [15]. U pacjentow
z GPA proces zapalny obejmuje drobne naczynia, gtéwnie w obrebie gornych drog
oddechowych, ptuc i nerek. Dodatkowo W surowicy obserwuje si¢ wystepowanie
autoprzeciwcial skierowanych przeciwko cytoplazmie neutrofili (anti-neutrophil
cytoplasmatic antibodies — ANCA), najczesciej przeciwko proteinazie-3 (CANCA,
ANCA-PR3).

Rozpoznanie ziarniakowatosci z zapaleniem naczyn jest trudne. Czesto
u pacjentdow nie obserwuje sie charakterystycznej triady objawow: martwiczego
zapalenia naczyn, ogniskowego zapalenia kilebuszkow nerkowych oraz ziarniaczego
zapalenia drog oddechowych. W przypadku 95% pacjentoéw objawy choroby wigzg si¢
z zajeciem gornych drog oddechowych [16]. Jednym z pierwszych objawow
obserwowanych u pacjentéw z podejrzeniem GPA jest niedrozno$¢ nosa oraz zatok
obocznych nosa, ktorym towarzyszy s$luzowo-ropna wydzielina oraz nawracajgce
krwawienia. Choroba moze jednak zajmowaé takze inne narzady. U okoto 70-80%
chorych obserwuje si¢ uszkodzenia nerek, ktore nie leczone czgsto bezposrednio lub
posrednio jest przyczyng zgondw, a U okoto 50% chorych obserwuje si¢ zajecie tkanek
oka [17], [18]. Oceniajac dynamike procesu chorobowego w przebiegu
ziarniniakowato$ci z zapaleniem naczyn, najczesciej wyrdzni¢ mozemy trzy fazy.
Pierwsza to tzw. posta¢ zlokalizowana (ograniczona), ktéra obejmuje jedynie zajecie
gornych 1 dolnych dréog oddechowych. W przypadku postaci wczesno systemowej
mozliwe jest takze zajecie innych narzadow (z wyjatkiem narzadow zyciowo waznych),
jednak u pacjentow nie obserwuje sie uszkodzenia nerek. Postaci uogolnionej
towarzyszy uszkodzenie nerek oraz innych zyciowo waznych narzadow [19], [20].
Dodatkowo, w celu objecia klasyfikacja wszelkich mozliwych postaci GPA wyrdznia
sie jeszcze postaé ostrg oraz posta¢ oporng na leczenie, w ktorej mimo stosowania
leczenia dochodzi do progresji choroby [21]. Pomimo szybkiego rozwoju wspotczesnej
medycyny oraz coraz lepszego zrozumienia wielu aspektéw zwigzanych
z patofizjologia oraz leczeniem GPA, nadal pozostaje ona chorobg, ktora stawia wiele

trudnych wyzwan, zardéwno W zakresie diagnostyki, jak i leczenia. Obecnie stosowane
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schematy leczenia narazaja pacjentObw na wystgpowanie szeregu objawow
niepozadanych oraz cechujg sie niskim potencjalem podtrzymywania remisji. Fakt ten,
w potaczeniu z brakiem specyficznych i czutych markerow pozwalajgcych na sledzenie
postepow procesu leczenia powoduje, ze wielu pacjentow leczonych jest w sposob

niewystarczajacy lub niewtasciwy.

Zgodnie z obecnie przyjetym w literaturze mechanizmem aktywacji
granulocytow obojetnochlonnych W  ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn,
W pierwszy etapie pod wptywem cytokin prozapalnych (TNF-a) w komorkach dochodzi
do wzrostu powierzchniowej ekspresji integryn oraz proteinazy-3 (tzw. priming)
(Ryc. 1.2 A, B). Dokladny mechanizm zwigzany z translokacja proteinaz-3
z ziarnisto$ci na powierzchni¢ komorki nie jest do konca znany. Wiadomo jednak, ze
jest on zwigzany z aktywacja p38 MAPK oraz ERK. Badania prowadzone przez
Kettritza i wsp. wykazaly, ze zastosowanie swoistego inhibitora p38 MAPK powoduje
brak wzrostu powierzchniowej ekspresji proteinazy-3 w granulocytach stymulowanych
TNF-a [22]. Zwigzanie si¢ przeciwcial cANCA z proteinazg-3 obecng na powierzchni
granulocytow prowadzi do uruchomienia kaskady sygnatowej obejmujacej miedzy
innymi aktywacje¢ biatek G oraz aktywacje szlaku PI3K/Akt [23]. Jednym z glownych
skutkoéw aktywacji jest produkcja przez neutrofile reaktywnych form tlenu (Ryc. 1.2 C).
Pierwsze doniesienia na temat tego, ze cANCA mogg aktywowaé neutrofile
w warunkach laboratoryjnych opublikowane zostaly przez Falka i wsp. w 1990 [24].
W swoich pracach grupa ta wykazata, ze stymulacja przy uzyciu zar6wno surowicy od
pacjentow z GPA, jak rowniez wyizolowanych przeciwciat cANCA powoduje
degranulacj¢ oraz produkcje reaktywnych form tlenu przez granulocyty. Wsrod
dostgpnych obecnie doniesien pojawiajg sie pewne rozbieznosci zwigzane z udziatem
poszczegolnych fragmentow przeciwcialt cANCA w procesie aktywacji granulocytow.
Weczesniejsze prace sugeruja, ze czynnikiem wystarczajacym do pelnej aktywacji
komorek 1 produkcji ROS jest zwigzanie si¢ fragmentu F(ab); przeciwciata IgG
anty-PR3 z proteinazg-3[25]. Jednak pozniejsze doniesienia pokazuje, ze receptory
FcyR wigzace fragment Fc przeciwciat cANCA takze odgrywaja znaczaca role
w procesie aktywacji granulocytow [26], [27]. Co wigcej, ostatnie doniesienie
zaprezentowane przez grup¢ Kelleya 1 wsp. wykazaly, ze polimorfizm receptora
FcyRIIIB moze znaczaco przyczynia¢ si¢ do stopnia ci¢zko$ci choroby [28]. Poza

produkcja ROS, aktywowane przez przeciwciala cANCA granulocyty wydzielaja



cytokiny mogace wptywaé na aktywno$¢ innych komorek [29], [30]. Przeciwciata
przeciwko proteinazie-3 zwigkszajg takze adhezje oraz transmigracje neutrofilow przez
warstwg komorek $rodbtonka [31]. Ponadto zaobserwowano, ze aktywowane przez
przeciwciala cANCA neutrofile, miedzy innymi poprzez uwalnianie enzymow
zawartych w ziarnistosciach oraz mikroczastek, sa zdolne do aktywowania innych
komorek, takich jak ptytki czy komorki srodbtonka [32]. Komorki $rodbtonka nie
wykazuja na swojej powierzchni ekspresji porteinazy-3, jednak PR3 uwalniana
z aktywowanych granulocytow moze taczyé si¢ z czasteczkami na powierzchni
komorek srodbtonka. Co wigcej jest ona nadal w stanie wigza¢ przeciwciata cANCA
[33], [34]. PR3 moze takze stymulowa¢ komorki srodblonka do produkcji MCP-1 oraz
IL-8, przyczyniajac si¢ tym samym do rozszerzanie sie procesu zapalnego, jak rowniez

poprzez modyfikacje aktywnos$ci NfkB powodowac ich apoptoze [35-37].

Ryc. 1.2. Aktywacja granulocytéw w ziarniniakowatoS$ci z zapaleniem naczyn.

A

={ caNCA

=4 Y,
411\\ I\ =\<

TNF-a

A% cptepis ) 1cam-1 § FoRr o ROS e PR3 QIL-8

Na rycinie przedstawiono mechanizm aktywacji granulocytow oraz uszkodzenia komdérek srédblonka
naczyn przez aktywowane neutrofile w GPA. A) Preaktywacja komorek srodblonka oraz neutrofili przez
cytokiny prozapalne (miedzy innymi TNF-o). B) W komorkach srodblonka oraz neutrofilach dochodzi do
wzrostu powierzchniowej ekspresji czgstek adhezyjnych (ICAM-1, VCAM-1) oraz ich ligandow (integryn).
Dodatkowo w neutrofilach obserwujemy transiokacje proteinazy-3 (gtéownego antygenu dla przeciwcial
CANCA) z ziarnistosci na powierzchnie bfony komorkowej. C) Aktywowane przez przeciwciata anty-PR3
granulocyty produkujq reaktywne formy tlenu oraz wydzielajq cytokiny i enzymy proteolityczne (W tym
proteinaze-3) powodujgc uszkodzenie komorek srodblonka.
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Ostatnie  doniesienie pokazuja, ze tworzenie przez neutrofile sieci
zewnatrzkomoérkowych (neutrophil extracellular traps - NET) moze takze odgrywaé
pewng rol¢ w patofizjologii zairninakowatos$ci z zapaleniem naczyn. Tworzenie przez
aktywowane granulocyty zewngtrzkomorkowych NET uznawane jest za trzeci (obok
nekrozy i apoptozy) mechanizm $mierci komorek, ktory do tej pory taczony byt glownie
z antybakteryjng aktywnoscig neutrofili [38]. Proces ten wigze si¢ z wystgpowaniem
pewnych charakterystycznych zmian morfologicznych w granulocytach obejmujacych,
mie¢dzy innymi rozpuszczenie blony jadrowej i komoérkowej oraz dekondensacie
chromatyny i jej polaczenie z bialkami ziarnistosci (NE, MPO, MMP9) oraz DNA.
Powstale w ten sposdb struktury sa nastepniec uwalniane do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej tworzac charakterystyczne sieci. Proces ten inicjowany jest
gtownie przez reaktywne formy tlenu [39]. Potwierdza to brak tworzenia przez
neutrofile sieci NET u pacjentéw z defektem oksydazy NADPH (przewlekta choroba
ziarniniakowa) [40], jednak wsrod dodatkowych czynnikéw bioracych udzial
w tworzeniu sieci neutrofilowych wymieni¢ nalezy takze biatka ziarnistosci neutrofilow
- elastaze¢ oraz mieloperoksydaze [41]. Prace prowadzone przez Kessenbrocka i wsp.
wykazaty, ze neutrofile stymulowane przeciwciatami cANCA sg w stanie tworzy¢ sieci
NET zawierajace w swojej strukturze migdzy innymi proteinazeg-3. Dodatkowo ta sama
grupa badaczy potwierdzita obecno$¢ sieci NET w materiale biopsyjnym pobranym
z nerek pacjentow z GPA [42]. Co wigcej najnowsze doniesienia pokazuja, ze udziat
sieci NET w patofizjologii ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn moze znacznie
wykracza¢C poza same granulocyty. Utworzone przez neutrofile  sieci
zewnatrzkomorkowe biora czynny udziat w procesie przekazywania antygenow
pomiedzy granulocytami a komodrkami dendrytycznymi oraz moga powodowac

uszkodzenia srodbtonka naczyn [43], [44].

1.2 Proteinaza-3

Proteinaza 3 (PR3) jest 222 aminokwasowym biatkiem o masie okoto 29 kDa
wykazujaca duza homologi¢ z pozostatymi trzema proteinazami serynowymi obecnymi
w neutrofilach (elastazg, katepsyng G oraz azurocydyng) [45], ktdérej obecnosc
potwierdzono migdzy innymi w monocytach, eozynofilach oraz neutrofilach [46]

(Tabela. 1.1).
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Tabela 1.1. Podstawowe wlasciwosci proteinazy-3.

Proteinaza-3
e neutrofile
Wystepowanie e monocyty
e bazofile
Lokalizacja oraz struktura genu 19p13.3, 5 eksonéw 4 introny
aktywator endogenny katepsyna C
Wielkosé 29-32 kDa
punkt izoelektryczny (pH) ~9,5
Liczba miejsc glikozylacji 2
Liczba mostkow dwusiarczkowych 4
optymalne warunki dziatania (pH) ~8,0
e  ziarnisto$ci pierwotne (azurofilne)
e  ziarnisto$ci wtérne (swoiste)
Lokalizacja w komorce *  pecherzyki W¥d21eln1c?e .
e zewnatrzkomorkowe Sieci
neutrofilowe (NET)
e  powierzchnia btony komérkowe;j
_ Ifa-1 antytrypsyna
Inh ° @ .
nhibitory endogenne e  beta-2 makroglobulina

1.2.1 Budowa oraz synteza

Gen kodujacy poroteinazg-3 sktada sie z 5 eksondow oraz 4 intronow
i zlokalizowany jest na krotszym ramieniu chromosomu 19 [47]. Przyjmuje si¢, ze
najwyzsza aktywnos$¢ tranksrypcyjna dla tego genu przypada na okres dojrzewania
i roznicowania si¢ komorek linii mieloidalnej - monocytéw oraz granulotyctow, a po
przekroczeniu przez dojrzewajace komorki stadium promielocyta (lub promonocyta)
zaczyna spada¢ [48]. Proteinaza-3 syntetyzowana jest w formie prepro-enzymu
sktadajacej sie z peptydy sygnatowego, C- i N- koncowego propetydu oraz peptydu
wlasciwego. W pierwszym etapie obrobki prepro-PR3 transportowana jest do retikulum
endoplazmatycznego (ER) gdzie dochodzi o usunigcia peptydu sygnatowego. Skutkuje
to powstaniem formy pro-PR3 zawierajacej jeszcze C- 1 N-koncowe propetyd.
Nastepnie pro-enzym ulega procesowi glikozylacji w aparacie Golgiego oraz
przeniesieniu z udzialem katepsyny C poza uktad Golgiego, gdzie dochodzi do
odtgczenia dwu-aminokwasowego peptydu N-koncowego. Prowadzi do odstonigcia
miejsca katalitycznego proteinazy-3. Ostatnim etapem obrobki czasteczki PR3 jest
usunigcie siedmio-aminokwasowego peptydu C-koncowego oraz wytworzenie mostkow
dwusiarczkowych odpowiedzialnych za utrzymanie struktury Ill-rzedowej biatka
(Ryc. 1.3) [49], [50].
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Ryc. 1.3. Struktura proteinazy-3.

Na rycinie przedstawiono strukture proteinazy-3. Kolorem zielonym oraz strzatkq oznaczono centrum
aktywne enzymu [51].

1.2.2 Wystepowanie oraz funkcje

Proteinaza-3 przechowywana jest gldownie w obrebie ziarnistosci pierwotnych,
wtornych  oraz  pecherzykéw — wydzielniczych  granulocytéow.  Dodatkowo
w przeciwienstwie do pozostaltych proteaz serynowych, PR3 wystepuje takze na
powierzchni niepobudzonych granulocytow obojetnochtonnych [52],[53]. W oparciu
o analize powierzchniowej ekspresji PR3 (mPR3) w granulocytach pobranych od
zdrowych dawcoéw, w populacji mozna wyrdzni¢ 3 zasadnicze typy jej ekspresji: z
niskim poziomem mPR3 (mniej niz 20% komoérek wykazuje powierzchniowg ekspresje
proteinazy-3), srednim oraz wysokim. Co ciekawe ekspresja mPR3 jest cechg wysoce
indywidualna, stala dla poszczegdlnych osob i najprawdopodobniej determinowang
przez czynniki genetyczne [23], [52]. Zwickszong ekspresje PR3 na powierzchni
granulocytow zaobserwowano miedzy innymi u pacjentow z GPA. Ponadto
stwierdzono, ze zwigkszona gestos¢ mPR3 moze stanowi¢ niekorzystny czynnik
rokowniczy w tej chorobie [54]. Zwigkszenie powierzchniowej ekspresji proteinazy-3
mozna takze uzyska¢ w warunkach in vitro poprzez stymulacja neutrofili przy pomocy

niewielkich dawek cytokin prozaplanych - TNF-a lub IL-8 (tzw. priming).
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Jednym z gltéwnych zadan proteinazy-3 jest udzial w eliminacji przez komorki
uktadu odpornosciowego drobnoustrojow. Spetnia ona jednak takze wiele innych
funkcji (Ryc. 1.4). PR3 posiada silne wilasciwos$ci antybakteryjne (zar6wno
w przypadku bakterii gram dodatnich jak i gram ujemnych) oraz przeciwgrzybicze [55].
Co ciekawe, wilasciwosci antybakteryjne proteinazy-3 nie s3 zwigzane z jej aktywnoscia
enzymatyczng, a najprawdopodobniej s3a skutkiem destabilizacji tadunku
elektrostatycznego w obrebie btony komorkowej bakterii przez PR3 [56]. Ponadto
proteinaza-3 uczestniczy prawdopodobnie w regulacji procesu dojrzewania komorek
linii mieloidalnej [57-59].

Dzigki swoim wlasciwosciom enzymatycznym proteinaza-3 bierze takze czynny
udzial w przebiegu procesu zapalnego. Jest ona w stanie trawi¢ biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej utatwiajaC neutrofilom migracje przez blone podstawng [60].
PR3 bierze réwniez czynny udzial w metabolizmie wielu cytokin oraz chemokin
znaczgco wptywajgc na ich aktywno$¢ (miedzy innymi IL-1p, 11-8, TNF-a) [61], [62].
Posrednio uczestniczy takze w regulacji procesu apoptozy granulocytow Apoptoza
neutrofildw uznawana jest za jeden z kluczowych czynnikow regulujacych czas trwania
procesu zapalnego. Dodatkowo, zaburzenia regulacji procesow fagocytozy martwych
komorek moga doprowadzi¢ do przetamania bariery tolerancji immunologiczne;j
I rozwoju odpowiedzi autoimmunologicznej. W warunkach fizjologicznych,
pojawiajace sie na powierzchni komorek apoptotycznych czagsteczki, takie jak np.
fosfatydyloseryna g rozpoznawane przez komorki fagocytujace.
Co ciekawe proteinaza-3, w przeciwienstwie do mieloperoksydazy czy elastazy jest
obecna na btonie komorki juz we wczesnym etapie apoptozy neutrofiléw - pomimo
braku degranulacji ziarnisto$ci. Badania w modelu in vitro wykazaty, ze stymulacja
przeciwcialami cANCA powoduje apoptoze neutrofilow i1 towarzyszaca jej zwigkszong
powierzchniowg ekspresje PR3. Zaobserwowano takze, ze indukowana apoptoza
powierzchniowa ekspresja proteinazy-3 przyczynia si¢ do zmniejszenia fagocytozy
apoptotycznych neutrofilow przez makrofagi, sugerujac ze PR3 moze dziata¢ jako

sygnat "nie zjadaj mnie" i przyczyniac si¢ do rozszerzania si¢ procesu zapalnego [63].
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Ryc. 1.4. Wybrane funkcje proteinazy-3.

chemokiny i cytokiny

« stymulacja wydzielania IL-8 przez
komorki srodbtonka

« metabolizm cytokin: IL-1b, TNF-a,
IL-2, IL-8

bakterie i grzyby

/- hamowanie transportu
' btonowego oraz syntezy

makroczgstek przez bakterie
« hamowanie wzrostu grzybéw

Proteinaza-3

receptory
komoérkowe

dojrzewanie oraz apoptoza / « aktywacja receptorow
komorek PAR

« stymualcja dojrzewania komorek \
dendrytycznych

« regulacja granulopoezy

« stymulacja apoptozy komérek e
$rodbtonka X

,
0

1.2.3 Proteinaza-3 jako autoantygen. Przeciwciala przeciwko proteinazie-3 oraz

ich udzial w patofizjologii ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn

Obecnos¢ przeciwciatl przeciwko proteinazie-3 (CANCA) uznawana jest za czuly
i swoisty marker dla GPA (ich obecnos¢ potwierdza sie u okoto 75-90% pacjentow
z aktywng postacig choroby). Moga one takze by¢ wykorzystane do monitorowania
przebiegu choroby. Pomimo szeroko prowadzonych prac badawczych nadal niewiele
wiadomo w jaki sposob dochodzi do autoimmunizacji i jakie czynniki odpowiedzialne
sa za powstawanie przeciwciala przeciwko proteinazie-3. Obecnie proponowane
hipotezy, wsrdd czynnikéw odpowiedzialnych za ten proces wymieniajg miedzy innymi
udziat czynnikow infekcyjnych (Staphylococcus aureus) czy interakcje pomigdzy

neutrofilami (konkretnie proteinaza-3), a komorkami dendrytycznymi.

Szacuje sie, ze nawet 63% pacjentow z GPA jest nosicielami gronkowca
zlocistego. Obecno$¢ tego patogenu moze takze przyczynia¢ sie¢ do zwiekszonego
ryzyka wystapienia zaostrzenia choroby. Co wigcej zaobserwowano, ze wiaczenie do
protokotu leczenia lekoéw przeciwbakteryjnych skutkowato zmniejszeniem ryzyka
wystgpienie zaostrzenia choroby [64-66]. Wszystko to wydaje si¢ sugerowaé, ze
czynnik zakazny moze odkrywac¢ znaczaca role w patogenezie GPA. Wyniki posrednio

potwierdzajace udzial zakazenia gronkowcem w patomechanizmie powstawania
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przeciwciala cANCA przedstawione zostaly przez Hurtado i wsp. [67] oraz przez
Tademe i wps. [68]. Wykazali oni, ze stymulacja limfocytow B wyizolowanych od
pacjentow z GPA przy uzyciu tzw. motywow CpG w obecno$ci IL-2 skutkuje
produkcja przeciwcial przeciwko proteinazie-3. Motywy CpG sg fragmentami
bakteryjnego DNA, sktadajacymi si¢ z niemetylowanych oligonukleotydow cytozyno-
guaninowych (CpG) rozmieszczonych w tzw. ,szczegdlnym kontekscie zasad”.
Rozpoznawane sg one przez receptor TLR9 (Toll-like receptor 9) do$¢ powszechnie
wystepujace na powierzchni komorek uktadu odpornosciowego. Podobnie wyniki,
wspierajagce  hipoteze¢ powstawania przeciwciat cANCA na podlozu infekcji
bakteryjnych zaprezentowata grupa kierowana przez Pendergrafta [69]. W swoich
badaniach wykazali oni, Ze immunizacja myszy przy pomocy tak zwanej
komplementarnej proteinazy-3 (CPR3 - powstatej na skutek translacji niekodujacej nici
DNA genu dla proteinazy-3) skutkuje powstaniem przeciwciala zarowno przeciwko
cPR3 jak i prawidlowej proteinazie-3. Wydaje si¢ to o tyle istotne, ze niekodujaca nié
genu proteinazy-3 wykazuje duza homologiec z DNA bakteryjnym. Badacze
przypuszczaja, ze moze to prowadzi¢ do sytuacji w ktorej bakteryjne biatka moga

"udawac" cPR3 powodujac wytwarzanie przeciwciat cANCA.

Mechanizm ukierunkowany zdecydowanie bardziej na udziat samej proteinazy-3
w patofizjologii powstawania przeciwciata cANCA zostata zaproponowany przez
Plotza i wsp. [70]. Zaklada on interakcj¢ pomigdzy PR3, a komodrkami
odpowiedzialnymi za prezentacje antygenow. Koncepcja to zostata rozwinigta przez
zespOt kierowany przez Csernok [71]. Grupa ta wykazata, Zze proteinaza-3 moze
powodowaé dojrzewanie komorek dendrytycznych poprzez aktywacje receptorow
proteaz (dokladnie PAR-2). Otrzymane na skutek takiej stymulacji komorki
dendrytyczne wykazywaty si¢ cechami dojrzatych komoérek prezentujacych antygen -
wysoka ekspresja CD83, CD80, CD86 oraz HLA-DR, a takze zdolnoscia do
indukowania wydzielania interferonu gamma przez komorki Thl CD4+. Wydaje si¢
zatem mozliwe, iz na skutek aktywacji granulocytow uwolniona z ich ziarnisto$ci
proteinaza-3 jest w stanie wywota¢ dojrzewanie komorek dendrytycznych w kierunku
komorek APC, co w przebiegu dtugotrwatego procesu zapalnego moze doprowadzi¢ do
sytuacji, w ktorej powstang limfocyty B zdolne produkowaé przeciwciata przeciwko

proteinazie-3.
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Mimo, iz rola CANCA w patofizjologii GPA nie jest do konca wyjasniona, coraz
wiecej  wynikow  doswiadczen — przemawia za  ich  kluczowa  rolg
w patogenezie tej choroby (cho¢ dowody te pochodza gtownie z badan z uzyciem
modeli zwierzecych oraz badan in vitro). Badania prowadzone przez Weidebacha i wsp.
wykazaty ze podawanie zwierzetom (szczury rasy Wistar) przeciwciala cANCA
izolowanych od pacjentow chorych na ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn,
powodowato rozwdj zapalenia naczyn w obrebie pluc (z tworzeniem si¢ struktur
przypominajacych ziarning) [72]. Obserwowany efekt byt zalezny od st¢zenia podanych
przeciwcial, a co najwazniejsze podobnych efektéw nie zaobserwowano w przypadku
podawania zwierzgtom przeciwciat izolowanych od zdrowych dawcow. Z drugiej
jednak strony obserwacje kliniczne zdaja si¢ niejako podwazaé bezposredni udziat
przeciwciala cANCA w patogenezie GPA. Jak juz wcze$niej wspominano, przeciwciata
przeciwko proteinazie-3 stanowia czute i swoiste narzgdzie w diagnostyce GPA.
Ponadto, w przypadku pacjentow, u ktorych w okresie remisji nie obserwowano
przeciwciala ¢cANCA, ich ponowne pojawienie si¢ moze stanowi¢ dobry marker
zaostrzenia choroby. Jednak zdarzaja si¢ przypadki pacjentéw z GPA, u ktoérych
pomimo klinicznych objawow remisji w surowicy nadal obecne s3 przeciwciala
cANCA lub pacjenci, u ktorych dochodzi do ponownego pojawienie sie przeciwciala
w surowicy jednak bez widocznych objawow klinicznych mogacych wskazywac na
zaostrzenie choroby. Czesciowe wyjasnienie tych zjawisko moze by¢ zwigzane
z samymi przeciwciatami cANCA. Przeciwciala przeciwko proteinazie-3 naleza
glownie do klasy IgG. Ludzkie immunoglobuliny G dzielg si¢ na cztery podklasy
(IgG1-4) spetniajace w organizmie rozne funkcje. IgGl jest dominujaca podklasa
przeciwcial skierowanych gltownie przeciwko biatkom i1 odgrywajacych role gtéwnie
w infekcjach bakteryjnych oraz aktywacji uktadu dopeilniacza [73]. Wigzg si¢ one
z neutrofilami poprzez podlegajace konstytutywnej ekspresji receptory Fc
(CD16-FcyRIIlb, CD32-FcyRIla), a takze CD64 (FcyRI) obecny po aktywacji
granulocytow. CD64  jest jedynym  receptorem, ktory moze  wigzac
rozpuszczalng - monomeryczng forme¢ tych przeciwcial. Przeciwciata podklasy 1gG2
skierowane sa przeciwko polisacharydom i wiaza si¢ poprzez receptor FcyRIla. 19G3
uznawane s3 na najsilniej wigzace dopelniacz przeciwciala klasy IgG i podobnie jak
IgG1 skierowane sg przeciwko biatkom oraz wigza si¢ CD16, CD32 oraz CD64. IgG4
sg nie aktywujgcymi dopelniacza przeciwciatami i wigzg si¢ glownie poprzez CD64.

Przeciwciata przeciwko proteinazie-3 obecne sa we wszystkich czterech podklasach
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IgG. W literaturze tematu opublikowano kilka prac probujacych ocenia¢ wptyw
podklasy przeciwcial cANCA na ryzyko wystgpienie zaostrzenia oraz charakterystyke
wspotwystepowania podklas z cechami choroby [74-79]. Cickawe wyniki przyniosty
prace prowadzone przez Pankhursta i wps.[80]. Grupa ta badata w jaki sposob
przeciwciala cANCA nalezace do poszczegdlnych podklas IgG sg w stanie aktywowac
neutrofile oraz wptywaé na ich interakcje z komorkami $rédblonka. Pordwnujac
zdolnosci hamowania toczenia si¢ neutrofili po powierzchni pobudzonych komoérek
srodbtonka, zaobserwowali oni, ze najwigkszy odsetek neutrofili adherujacych dotyczyt
komoérek w obecnosci przeciwciata anty-PR3 podklasy IgG3. Efekt ten byt
zdecydowanie mocniejszy niz w przypadku przeciwcial IgG1l oraz IgG4. Podobne
wyniki uzyskano stymulujac neutrofile do produkcji reaktywnych form tlenu.
Przeciwciatami o najwyzszym potencjale okazaty si¢ cANCA IgG3 oraz IgGl.
Potwierdza to istnienie zwigzku pomigdzy patogenno$cig przeciwciala cANCA, a tym
do jakiej podklasy jest zaliczane. Wydaje si¢ to takze przynajmniej cze$ciowo
thumaczy¢ fakt, Ze u niektérych pacjentow pomimo obecnos$ci przeciwciat nie dochodzi

do aktywacji komorek oraz progresji choroby.

1.3 Alfa-1 antytrypsyna

Alfa-1 antytrypsyna (A1AT) zwana takze alfa-1 antyproteaza (A1AP) lub
inhibitorem proteaz 1 (PIl) jest biatkiem nalezacym do rodziny inhibitorow proteaz
serynowych - serpin (serine protease inhibitors). W sktad rodziny seprin poza ALAT
wlicza si¢ takze miedzy innymi antytrombing III, alfa-1 antychymotrypsyne, inhibitor
C1 esterazy. Biatka te, mimo iz wykazujg duze podobienstwo w obrebie struktury IIT
rzedowej spetniaja w organizmie rozne funkcje - regulacji proceséw krzepnigcia oraz
procesow zapalnych. Czgs¢ biatek zaliczanych do serpin, jak np angiotensynogen czy
globulina wigzgca tyroksyne, utracity zdolno$ci hamowania aktywnosci proteaz i petni
funkcje transportowe (globulina wigzgca tyroksyne) lub regulacyjne (angiotensynogen)
[81], [82].
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1.3.1 Budowa oraz synteza alfa-1 antytrypsyny

Gen kodujacy alfa-1 antytrypsyne zlokalizowany jest na dlugim ramieniu
chromosomu 14 (14g32.1) i zbudowany jest on z 7 eksondéw oraz 6 intronow.
AIAT jest bialkiem o masie czgsteczkowej 52 kDa, sktadajagcym sie
z 394 aminokwasow oraz trzech bocznych tancuchéw weglowodanowych [83],
produkowanym glownie przez komorki watroby (70-80%) [84], ale takze w mniejszym
stopniu przez makrofagi, monocyty [85], neutrofile [86] czy komorki alfa i delta
wysepek trzustkowych [87]. Dodatkowo, ostatnie badania pokazuja, ze biatko to
syntetyzowane jest takze przez komorki nowotworowe [88]. Translacja mMRNA ALAT
skutkuje powstaniem biatka o dtugosci 418 aminokwasdéw, z ktorego to biatka na skutek
obrobki  post-translacynej w  retikulum endoplazmatycznym odcinany  jest
24 aminokwasowy peptyd sygnatlowy, a nastepnie dotaczane sa tancuchy
weglowodanowe bogate w mannoze. Nastgpnie alfa-1 antytrypsyna transportowana jest
do aparatu Golgiego, gdzie tancuchy boczne ulegajg przycieciu [89]. Co ciekawe, gen
alfa-1 antytrypsyny posiada dwa miejsca promotorowe, jedno charakterystyczne dla
hepatocytow oraz drugie (zlokalizowane powyzej) dla pozostatych komorek. Skutkuje
to powstaniem krotszego mRNA w przypadku komorek watroby, jednak ostatecznie
powstajace biatko jest identyczne. Prawidlowe stezenie A1AT waha sie pomigdzy 0,9
a 1,75 g/l, przy czasie pottrwania dla tego biatka wynoszacym okoto 5 dni. Poza
wystgpowaniem W 0soczu, alfa-1 antytrypsyna obecna jest takze w S$linie, izach,
nasieniu oraz w moczu. Ze wzgledu na fakt, ze AIAT zaliczana jest do biatek ostrej
fazy, jest st¢zenie na skutek infekcji czy toczacego si¢ procesu zapalnego moze

wzrosng¢ nawet 4-5 Krotnie.

W prawidtowej czasteczce alfa-1 antytrypsyny wyrdzni¢ mozemy nastgpujace struktury

(ryc. 1.5):

e ruchoma p¢tla reaktywna (posiada ona miejsce rozpoznawane i przecinane przez
proteazy)

¢ 9 a - helis (numerowane odpowiednio od A do I)

e 3 - harmonijki (sktadajaca sie z 5 tancuchoéw A oraz B i C sktadajace si¢ z 4

lancuchow
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Ryc. 1.5. Schemat budowy prawidlowej czasteczki alfa-1 antytrypsyny.

ruchoma
petla reaktywna

B harmonijka

Na rycinie przedstawiono strukture prawidlowej czgsteczki alfa-1 antytrypsyny. Kolorem czerwonym
oznaczono ruchomg petle aktywng biatka.

1.3.2 Mechanizm dzialania oraz funkcje alfal-antytrypsyny

Jedng z glownych funkcji alfa-1 antytrypsyny jest hamowanie aktywnos$ci
enzymatycznej proteaz serynowych (gtownie elastazy, proteinazy-3 oraz katepsyny G).
Mechanizm dzialania alfa-1 antytrypsyny zwiagzany jest z jej budowa przestrzenng
I wykorzystuje zjawisko "putapki kinetycznej". W pierwszym etapie reaktywna petla
czasteczki alfa-1 antytrypsyny rozpoznawana jest przez proteazg jako potencjalny
substrat dla proteolizy (Ryc. 1.6A). Nastgpnie proteaza trawi wigzanie peptydowe
w obrgbie petli reaktywnej czasteczki AIAT, co prowadzi do tworzenia si¢
kowalencyjnego wigzania pomig¢dzy proteazg a inhibitorem (Ryc. 1.6B). Przerwanie
wigzania peptydowego skutkuje zmianami konformacyjnymi petli reaktywnej
i wlaczeniem jej w strukturg¢ B - harmonijki A, czemu towarzyszy translokacja
inaktywowanej proteazy na druga stron¢ czasteczki AIAT (Ryc. 1.6C). Powstaty
w takich warunkach kompleks moze by¢ stabilny przez bardzo dlugi okres czasu.
Jednak w pewnych specyficznych warunkach moze dojs¢ do sytuacji, w ktorej na

skutek zbyt wolnego procesu insercji petli reaktywnej czasteczki A1AT dochodzi do
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rozerwania kompleksu, strawienia czasteczki alfa-1 antytrypsyny oraz uwolnienia
proteazy [90-92].

Ryc. 1.6. Tworzenie kompleksu pomiedzy alfa-1 antytrypsyna a proteaza.

Na rycinie przedstawiono schemat tworzenia kompleksu pomiedzy alfa-1  antytrypsyng
a proteazq. Kolorem ciemno szarym oznaczono czgsteczke proteazy, kolorem czerwonym oznaczono
ruchomgq petle aktywnq czgsteczki alfa-1 antytrypsyny [92].

Obecnie dostgpne badania pokazuja, ze A1AT jest w stanie hamowa¢ aktywno$¢
takze innych enzymow, takich jak kalikreina 7 1 14 czy matryptaza oraz bierze udziat
w regulacji szeregu procesow zwigzanych z aktywnos$cig ukladu immunologicznego
(Ryc. 1.7)[93]. Zaobserwowano miedzy innymi, ze alfa-1 antytrypsyna jest w stanie
wigza¢ biatka bakteryjne E.coli (EspB, EspD), hamujac tym samym liz¢ erytrocytow
oraz moze hamowaé¢ wzrost szczepow Pseudomonas aeruginosa w doswiadczalnym
modelu przewleklego zapalenie pluc u szczurow [94], [95]. Co ciekawe, A1AT
najprawdopodobniej bierze takze udziat w regulacji mechanizméw zwigzanych
z infekcja wirusem HIV. Badania prowadzone przez Munch i wsp. wykazaty, ze
C-koncowy 20 aminokwasowy fragment A1AT (okre§lany jako VIRIP) jest w stanie
blokowa¢ wnikanie wirusa do komorek docelowych [96]. Alfa-1 antytrypsyna w sposob
znaczacy jest takze w stanie modulowa¢ funkcje samych komorek uktadu
odpornos$ciowego. Wykazano, ze w warunkach in vitro ALAT moze hamowaé
wydzielanie histaminy przez mastocyty, produkcje reaktywnych form tlenu przez

neutrofile, czy chemotaksj¢ neutrofili pod wptywem IL-8 [86], [97], [98].
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Ostatnie doniesienia naukowe sugeruja takze, ze alfa-1 antytrypsyna jest
waznym czynnikiem modulujagcym w patogenezie cukrzycy. Sandstrom i wsp. wykazali
ze niedobor A1AT moze by¢ czynnikiem ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2, a badania
prowadzone przez Kalisa i wsp. pokazuja, ze alfa-1 antytrypsyna moze hamowac
apoptozg 1 zwigksza¢ produkcje insuliny przez komoérki B trzustki [99], [100].
Dodatkowo, badania prowadzone 2z wykorzystaniem zwierzgcego modelu
allogenicznego przeszczepu wysepek trzustkowych wykazany, ze A1AT jest w stanie

wydtuzy¢ czas przezycia przeszczepu [101].

Ryc. 1.7. Wybrane funkcje alfa-1 antytrypsyny.

bakterie i wirusy

/ « hamowanie lizy erytrocytéow pod
uktad odpornosciowy wplywem biatek enteropatogennych
szczepow E.coli
« hamowanie wydzielania » hamowanie wnikania wirusa HIV do
histaminy przez mastocyty komaérek docelowych

« obnizanie liczby krgzgcych

eozynofili @
« hamowanie uwalniania
cytokin przez monocyty i

makrofagi

« hamowanie chemotaksji oraz NG Alfa- 1 antytrypsyna
produkcji reaktywnych form e N
tlenu przez neutrofile Jl o /

« modulacja proliferaciji “/

limfocytéw T oraz B

proteazy serynowe

Y y /hamowanie aktywnosci:
\ﬁ « elastazy neutrofilowej
(o2

« proteinazy-3
v « matryptazy
« katepsyny G

1.3.3 Warianty alfa-1 antytrypsyny oraz ich udzial w patofizjologii

ziarniakowatosci z zapaleniem naczyn

Stosowana obecnie nomenklatura zwigzana z nazewnictwem poszczegdlnych
wariantow alfa-1 antytrypsyny wigze sie z szybko$cig ich migracji podczas
elektroforezy (np. M - $rednia, S - wolna, Z - bardzo wolna, F - szybka). Dodatkowo
w oparciu o funkcje biatka oraz jego stg¢zenie W surowicy, warianty A1AT dzieli si¢ na

prawidtowe, niedoborowe, dysfunkcyjne oraz typu null (Tabela. 1.2)[102-106].
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Tabela 1.2. Warianty alfa-1 antytrypsyny.

Rodzaj zaburzenia Mutacja Objawy
S Glu**—Val spadek stezenie bialka o okoto 40%
spadek stgzenie biatka o okoto 10%,
Wariant 342 tworzenie polimeréw w hepatocytach,
niedoborowy z Glu™—Lys obnizona zdolno$¢ hamowania aktywnosci
elastazy neutrofilowej
S Ser”—Phe e,
S"yama delecj:Phe52 obecno$¢ polimerdw w hepatocytach
malton
prawidtowe stezenie biatka, obnizona
) F ArgZZ3—>Cys zdolno$¢ obnizona zdolno$é hamowania
Wariant aktywnosci elastazy neutrofilowej
dysfunkcyjny L . o
Pittsburah Met®_ Ar utrata zdolno$ci hamowania aktywnosci
9 9 NE, nabycie zdolnosci antytrombiny 11
de|sezce'}(rgeg rnz]gstz(r:ljil.cia obnizone st¢zenie biatka, obecnosé
Wariant null rarj‘n "(IP odcz ytyez objawow ze strony pluc, brak objawow
mutacje w intronéch uszkodzenia watroby

Mimo, iz dotychczas opisano ponad 120 réznych wariantow A1AT jedynie sze$¢ z nich
(cztery prawidtowe: M1-4; dwa niedoborowe: PI*S i PI*Z) spotykanych jest wzglednie
czesto [107].

Wsréd  czynnikow  predysponujacych do rozwoju  ziarniniakowato$ci
z zapaleniem naczyn (GPA) coraz cze¢$ciej wymienia si¢ podatno$é genetyczna, miedzy
innymi spowodowang wrodzonym niedoborem alfa-1 antytrypsyny. Niedobor A1AT
jest stosunkowo czesty w populacji europejskiej. Najwigkszg czestos¢ wariantu PI1*¥Z
obserwuje si¢ w poOlnocnych regionach Europy, podczas gdy allel PI*S wystepuje
glownie na obszarze Hiszpanii i Portugalii [108]. W Polsce czegsto$¢ wariantow
niedoborowych szacuje si¢ na okoto na 17,5/1000 oséb w przypadku PI*S oraz
10,5/ 1000 osob dla PI*Z [109]. U os6b homozygotycznych dla wariantu P1*Z genu
alfa-1 antytrypsyny osoczowe stezenie tego biatka wynosi okoto 10-15% prawidtowego
stezenia. Jednak co ciekawe, w przypadku pacjentow z niedoborem AI1AT, inne
komorki (np. neutrofile) produkujg prawidlowa ilos¢ A1AT. Jednak pomimo tej
produkcji poza watrobg, bialko to nie jest w stanie skutecznie inaktywowaé proteaz
[110]. Osoczowy niedobor A1AT skutkuje zaburzeniami rownowagi uktadu proteazy-
antyproteazy glownie w obrgbie tkanki plucnej, co prowadzi miedzy innymi do
rozedmy oraz przewlektej obturacyjnej choroby ptuc. Dodatkowo, w przypadku osob,

u ktorych wystepuje nieprawidtowy wariant genu alfa-1 antytrypsyny obserwuje si¢
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polimeryzacje ALAT oraz jej nagromadzenie w hepatocytach. Powoduje to uszkodzenie
tych komorek i rozw6j marsko$ci i nowotworéw watroby [111], [112]. Obecne dostepne
dane literaturowe sugeruja, ze nieprawidlowe warianty genu dla A1IAT moga miec
zwigzek z ryzykiem rozwoju ziarniniakowato$ci z zapaleniem naczyn. Griffith i wsp.
zaobserwowali, ze czestos¢ allela Z u pacjentow z GPA jest zdecydowanie wyzsza niz u
osob zdrowych [113]. Z kolei badania Elzouki i wsp. wykazaty, ze nie tylko
homozygoty ale takze heterozygoty pod wzgledem allela Z maja zwigkszone ryzyko
rozwoju GPA, a takze obecnos$¢ allela Z moze si¢ wigza¢ z gorszym rokowaniem.
W ocenie dlugoterminowej badacze ci zaobserwowali, ze Smiertelnos$¢ zwigzana z GPA
W grupie pacjentow z allelem Z (heterozygot) wyniosta 38% w poroéwnaniu ze
$miertelnos$cig na poziomie 17 % o 0sob z prawidlowym wariantem genu [114]. Mahra
1 wsp. wykazali, ze oprocz allela Z takze allel S moze mie¢ zwigzek z rozwojem
ziarniakowatosci z zapaleniem naczyn [115]. Wyniki te jednak nie zostaty potwierdzone
przez pozniejsze, duze migdzynarodowe badanie prowadzone przez Morrisa, w ktorym
zaobserwowano jedynie zwigzek pomiedzy wystepowaniem GPA a nosicielstwem
allela Z [116].

Zwiazek alfa-1 antytrypsyny z patofizjologia GPA mozemy takze posrednio
oceni¢ poprzez analiz¢ wpltywu tego biatka na procesy aktywacji granulocytow.
Alfa-1 antytrypsyna jako tzw. biatko ostrej fazy bierze czynny udziat a regulacji szeregu
proceséw zwigzanych z stanem zapalnym. Jak juz wcze$niej wspominano, uwalniana
z aktywowanych granulocytow proteinaza-3 poprzez modyfikacj¢ aktywnosci cytokin,
czy wplyw na aktywnos$¢ innych komorek, moze bra¢ czynny udziat w regulacji procesu
zapalnego. Prace prowadzone przez Ballieux i wsp. wykazaly, ze w warunkach in vitro
A1AT jest w stanie skutecznie hamowaé wigzania si¢ proteinazy-3 z komodrkami
srodbtonka naczyn [33]. Alfa-1 antytrypsyna moze rowniez znaczaco modyfikowaé
reaktywno$¢ granulocytow. Jedno z pierwszych doniesien na ten temat opublikowane
zostalo w 1973 przez Warda i Tallemo [117]. Zaobserwowali oni, ze surowica od
pacjentow z niedoborem A1AT nie wykazuje wlasciwosci hamujacych chemotaksje
neutrofildw. Nowsze badania pokazuja, ze alfa-1 antytrypsyna hamuje chemotaksje
neutrofiléw indukowang przez fMLP oraz IL-8 [86], [118]. Prace prowadzone przez
grupe pod kierownictwem Rooneya wykazaty takze, ze prawidlowa A1AT hamuje

produkcj¢ reaktywnych form tlenu przez stymulowane granulocyty [97].
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Oprocz wspomnianych wczesniej hepatocytéw, spolimeryzowang forme¢ A1AT
(pA1AT) mozna zaobserwowaé takze w surowicy oraz innych plynach ustrojowych
i tkankach [119], [120]. Jednak doniesienie odnosnie jej wplywu na aktywnos$c
granulocytow sg sprzeczne. Cze$¢ badaczy uwaza, ze pA1AT jest dodatnim czynnikiem
chemotaktycznym dla tych komorek i moze znaczaco przyczynia¢ si¢ do ich
aktywacji[119]. Jednak nowsze prace sugeruja raczej, iz pA1AT nie wykazuje takich
wlasciwo$ci, a opisywane wczesniej obserwacje byly raczej wynikiem bledow
metodycznych i kontaminacji zastosowanej w eksperymentach alfa-1 antytrypsyny
[86][121].
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2 Cel pracy

Celem pracy byto odtworzenie in vitro molekularnych mechanizméw aktywacji
neutrofilow pod wpltywem przeciwcial cANCA (anty-PR3), a takze préba modulacji tej
reakcji pod wptywem alfa-1 antytrypsyny. W tym celu ludzkie neutrofile, izolowane od
zdrowych dawcow, poddane zostaly stymulacji natywnymi przeciwciatami

IgG anty-PR3 w obecnosci roznych wariantow alfa-1 antytrypsyny.

Cele szczegotowe:

e pordéwnanie profilu ekspresji genow prozapalnych w neutrofilach aktywowanych
przez cata czasteczke przeciwciat IgG anty-PR3 oraz ich fragmentami F(ab)

e zbadanie wptywu prawidtowej i nieprawidlowej formy alfa-1 antytrypsyny na
aktywacje neutrofilow pod wpltywem przeciwcial anty-PR3, przez pomiar
produkcji reaktywnych form tlenu oraz aktywacje transkrypcji wybranych
genow

e pordéwnanie zdolnosci tworzenia si¢ kompleksow immunologicznych btonowe;j
PR3 z przeciwcialami anty-PR3 w obecnosci prawidtowej 1 nieprawidiowej

czasteczeki alfa-1 antytrypsyny metodg cytometrii przeptywowej
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3 Material i Metody

3.1 Preparatyka wybranych bialek surowicy krwi

3.1.1 Oczyszczanie frakcji immuglobulin G (1gG) z surowicy ludzkiej oraz

otrzymywanie fragmentéw wiazacych antygen - F(ab),

Frakcj¢ immunoglobulin G oczyszczano z surowicy krwi metoda chromatografii
powinowactwa z wykorzystaniem z zestawu Melon Gel 1gG Purification Kit
(ThermoScientific, Rockford, USA). Dzigki zastosowaniu w kolumnach dotgczonych
do zestawu specjalnego ztoza, wiazacego selektywnie biatka surowicy, z kolumny
wymywana jest jedynie frakcja immunoglobulin 1gG. Wszystkie probki surowicy
z ktorych izolowano frakcje IgG przebadano na obecno$¢ przeciwcial przeciwko
proteinazie-3 (anty-PR3) oraz mieloperoksydazie (anty-MPQO). Oznaczenia wykonano
metoda ELISA rutynowo stosowana w Zakladzie Diagnostyki Biochemicznej
1 Molekularnej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Do dalszych etapow procesu
oczyszczania frakcji 1gG, zawierajgcej przeciwciata anty-PR3, wybrano jedynie probki
surowicy z potwierdzong obecnos$cig tych przeciwcial w duzym mianie (wyniki testu
ELISA> 200 RU/l) oraz brakiem przeciwcial anty-MPO. 1gG kontrolne izolowano
z probek surowicy pobranej od zdrowych ochotnikow, u ktorych nie stwierdzono
obecnosci przeciwcial anty-PR3 i anty-MPO. Lacznie zgromadzono 12 probek
surowicy (1 ml) zawierajacej przeciwciata anty-PR3 oraz 10 probek surowicy (1 ml)
pobranej od zdrowych dawcow. Celem ujednolicenia uzyskanych wynikow przed
przystapieniem do izolacji probki potaczono, osobno do izolacji IgG anty-PR3 i 19G
kontrolnego. W pierwszym etapie procesu oczyszczania, zgodnie z zaleceniami
producenta zestawu probki surowicy poddano wysalaniu siarczanem amonu. Do
probowek dodano siarczan amonu w ilosci odpowiadajacej 45% wysyceniu. Tak
przygotowane probki inkubowano w temperaturze 4°C przez 16 h, a nastgpnie
wirowano (3000g x 30 minut, 4 °C). Zebrany nadsgcz odrzucono, a uzyskany osad
rozpuszczono w niewielkiej objetosci buforu PBS (4 ml) 1 odsolono metodg dializy
(btony dializacyjne 10 000 MWCO, SnakeSkin, ThermoScientific, Rockford, USA)
wzgledem buforu do oczyszczania, dotagczonego do zestawu. Po uptywie 16 h probki
przefiltrowano (filtr 0,22 pum) 1 naniesiono na kolumny do izolacji. Niezwigzane
immunoglobuliny G odzyskano z kolumny buforem wymywajacym i zbierano jako

0,5 ml frakcje. ldentyfikacje frakcji zawierajacej biatko dokonano w oparciu o pomiary
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spektrofotometrczyne przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 2000 (ThermoScientific,
Rockford, USA) (Tabela 3.1). Ze wzgledu na ryzyko zanieczyszczenia probek
endotoksynami zastosowano kolumny do usuwania endotoksyn Detoxi-Gel Endotoxin
Removing Columns (ThermoScientific, Rockford, USA) postepujac zgodnie
z instrukcja producenta zestawu. W celu uniknigcia mozliwych kontaminacji prace te
byly wykonywane w komorze z laminarnym przeplywem powietrza. Nastepnie,
w przygotowanych w ten sposob probkach, zmierzono catkowite st¢zenie biatka IgG
(metoda nefelometryczng przy uzyciu nefelometru BN II firmy Simens DADE
BEHRING, Niemcy). Probki rozporcjowano po 50 pl (stezenie biatka 4,23 g/l
w przypadku przeciwcial IgG anty-PR3 oraz 4 g/l w przypadku przeciwciat
kontrolnych) i przechowywano w temperaturze - 20°C do czasu dalszych badan. Czegs¢
wyizolowanego materialu (3 ml) zostala wykorzystana do otrzymania fragmentow
F(ab),. Oceng swoistosci procesu izolacji przeprowadzono rozdzielajac probki w 7,5%
zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych, a nastgpnie barwiac zel 0,1%
roztworem barwnika ~ CoomassieBrilant Blue. Obecnos¢  przeciwciata
IgG anty-PR3 potwierdzono metoda ELISA, a ich reaktywno$¢ metoda

immunofluorescencji posrednie;j.

Tabela 3.1. Wyniki pomiaru absorbancji w poszczegolnych frakcjach podczas oczyszczania 1gG.

Nr frakcji Absorbancja (280 nm)

0,036
0,177
0,420
6,057
7,594
7,471
1,251
0,418
0,102
0,059
11 0,043

W tabeli przedstawiono wyniki pomiarow absorbancji w poszczegolnych frakcjach zbieranych
w trakcie oczyszczania immunoglobulin G. (kursywq zaznaczono frakcje zawierajgce IgG).

Blo|o|~N|o|o|~win-
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Fragmenty F(ab), 1gG otrzymywano poprzez enzymatyczne trawienie
przeciwcial uzywajac komercyjnie dostepnego zestaw Pierce F(ab), Preparation Kit,
postepujac zgodnie z instrukcjg producenta (ThermoScientific, Rockford, USA).
Metoda ta opiera si¢ na zdolnosci pepsyny do trawienia przeciwcial IgG,

rozdzielajacego je na fragmenty F(ab), oraz Fc (Ryc. 3.1).

Ryc. 3.1. Schemat trawienia przeciwciala IgG przez pepsyne.

fancuch
lekki

Pepsyna

q

taricuch

fancuch N7
— clezki

ciezki

Hydrolize przeprowadzono nanoszac 0,5 ml roztworu przeciwcial na
mini-kolumny zawierajace pepsyng, a nastepnie catos¢ umieszczono w termostatowanej
wytrzasarce na 6 h (37°C). Po tym czasie kolumny umieszczono w probéwkach 1,5 ml
I wirowano (50009 x 1 min.). Elucje powtdrzono dwukrotnie, za kazdym razem
nanoszac na kolumng 0,5 ml buforu PBS. W koncowym etapie potaczono wszystkie
otrzymane frakcje (1,5 ml). Uzyskany w ten sposéb roztwor poddano nastgpnie
oczyszczaniu W celu usuniecie niestrawionych IgG oraz separacje powstatych
fragmentow Fc. Niestrawione immunoglobuliny G zwigzano przy uzyciu dotaczonej do
zestawu kolumny NADb Protein A. Probke (1,5 ml) natozono na kolumng, a nastepnie
inkubowano catos¢ przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po uplywie dziesigciu
minut kolumng przeniesiono do probowki 15 ml i zwirowano (1000g x 1 min.).
Nastepnie w celu separacji fragmentéw Fc, probki zwirowano na kolumnach
Microcon - 50 K MWCO (Amicon) zgodnie z zaleceniami producenta zbierajac frakcje

przesaczalng przy punkcie odcigcia 50 000 Daltonow. Podobnie, jak w przypadku
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izolacji frakcji IgG, w celu usuniecia potencjalnych zanieczyszczen endotoksyng
zastosowano kolumny do usuwania endotoksyny Detoxi-Gel Endotoxin Removing
Columns (ThermoScientific, Rockford, USA). Ze wzgledu na brak mozliwosci
wykonania selektywnego oznaczenia fragmentéw F(ab), w uzyskanych probkach
wykonano oznaczenia biatka calkowitego przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop
2000, a nastgpnie probki rozporcjowano po 50 pl (stezenie 2,2 g/l w przypadku
fragmentow F(ab), anty-PR3 oraz 2 g/l w przypadku fragmentow F(ab),; IgG
kontrolnych) i przechowywano w temperaturze - 20°C. Swoisto$¢ procesu separacji

sprawdzono analogicznie, jak w przypadku oczyszczania 1gG.

3.1.2 lzolacja i oczyszczanie alfa-1 antytrypsyny

Alfa-1 antytrypsyne izolowano z probek surowicy uzyskanej od zdrowych
dawcow z prawidlowym stezeniem alfa-1 antytrypsyny. Izolacje alfa-1 antytrypsyny

przeprowadzono dwustopniowo:

1. Woysalanie siarczanem amonu (50-85%)

W celu usunigcia frakcji globulin do probek dodawano siarczan amonu w ilo$ci
odpowiadajacej 50% wysyceniu. Tak przygotowane probki inkubowano w temperaturze
4 °C przez 16 h, a nastgpnie wirowano (3000g x 30 minut, 4 °C). Uzyskany po
wirowaniu osad zawierajacy frakcje globulin odrzucano, do zebranego supernatantu
dodawano siarczan amonu w ilosci odpowiadajacej 85% wysyceniu, a nastepnie
ponownie inkubowano w temperaturze 4 °C. Po uplywie 16h probki ponownie
wirowano (3000g x 30 minut, 4 °C) i supernatant odrzucono, a pozostaly osad
rozpuszczono w buforze PBS. W kolejnym etapie, w celu usunigcia pozostalego po
wysalaniu siarczanu amonu probki poddano dializie. Dializ¢ prowadzono przez 16 h
w 4°C wzgledem buforu sodowo-fosforanowego (0,033 M, pH 6,8) z uzyciem btony
dializacyjnej (10 000 MWCO,SnakeSkin, ThermoScientific, Rockford, USA). Po
zakonczeniu dializy probki zaggszczano poprzez wirowanie w warunkach liofilizacji
préozniowej (2x 40 min.) i przefiltrowano (filtr 0,22 pum). Nastepnie w celu usunigcia
z roztworu albuminy, probki nakladano na kolumne¢ zawierajaca zloze selektywnie
wigzgce to biatko (Blue Sepharose Fast Flow, GE Healthcare, USA). Pozostale biatka
zawarte w probce (w tym AIlAT) wymywano z kolumny buforem sodowo-
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fosforanowym (0,033M, pH 6,8). Po przeprowadzeniu rozdzialu zwigzang ze zlozem
albuming  usuwano  poprzez  plukanie = kolumny  wymiennie  buforem
0 wysokim pH (0,1M Tris-HCI, 0,5 M NaCl, pH 8,5) i niskim pH (0,1 M octan sodu,
0,5 M NacCl, pH 4,5).

2. lzolacja alfa-1 antytrypsyny metoda chromatografii jonowymiennej

Chromatografia jonowymienna jest metoda wykorzystujaca adsorbcje na ztozu
dodatnio  (chromatografia  kationowymienna) lub  ujemnie  (chromatografia
anionowymienna) naladowanych bialek. Ze wzgledu na fakt, ze zjawisko to ma
charakter odwracalny, elucji zwigzanych bialek mozna dokona¢ buforem
wymywajacym. Uzyskuje si¢ to zwykle poprzez zmiang pH buforu eluujacego lub
wzrost sity jonowej buforu (wzrost stezenia soli - zwykle NaCl). Bialka zwigzane

najstabiej wymywane sg jako pierwsze.

Izolacje 1 oczyszczanie alfa-1 antytrypsyny metoda chromatografii
jonowymiennej przeprowadzono z wykorzystaniem systemu do FPLC firmy Pharmacia
Biotech AB (Stockholm, Szwecja). Probki naktadano kolejno na kolumny wedtug
schematu przedstawionego na Ryc. 3.2. Frakcje zawierajace alfa-1 antytrypsyne
identyfikowano w oparciu o test zahamowania aktywno$ci trypsyny (badanie
aktywnos$ci antyproteazowej alfa-1 antytrypsyny). W pierwszym etapie probki natozono
na kolumng¢ zawierajacg ztoze POROS 50 HQ. Rozdzial prowadzono z uzyciem buforu
sodowo-fosforanowego (0,033 M, pH 6,8) przy liniowo rosnacym gradiencie NaCl.
Frakcje zawierajace AI1AT (Ryc. 3.2a) poddano zaggszczaniu przez wirowanie
w warunkach liofilizacji prozniowej, tak jak to opisano powyzej, a nastgpnie
dializowano wzgledem buforu 0,02 M Bis-Tris o pH 6,5 (16h, 4°C, blona dializacyjna
10 000 MWCO, SnakeSkin, ThermoScientific, Rockford, USA). Przygotowane w ten
sposob probki natozono nastepnie na kolumne zawierajaca ztoze MonoQ HR. Rozdziat
prowadzono z uzyciem buforu Bis-Tris (0,02 M pH 6,5) przy liniowo rosngcym
gradiencie NaCl. Podobnie, jak w przypadku poprzedniego rozdzialu frakcje
zawierajace A1AT (Ryc. 3.2b) poddano zageszczaniu i1 dializie wedlug schematu
opisanego powyzej. Nastepnie cala procedure powtdérzono z wykorzystujac kolumny
MonoQ HR i 0,02 M buforu Tris-HC1 o pH 7,6 (przy liniowo rosngcym gradiencie
NaCl, Ryc. 3.2c). Ostateczny proces oczyszczania przeprowadzono naktadajgc probki

na kolumn¢ zawierajagca zloze MonoQ HR 1 prowadzac rozdzial z uzyciem
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0,02 M buforu Bis-Tris o pH 5,8 przy liniowo rosngcym gradiencie NaCl (Ryc. 3.2d).
Frakcje zawierajace A1AT zaggszczano podobnie, jak opisano powyzej, a nastgpnie
dializowano wzgledem buforu PBS (16h, 4°C, blona dializacyjna 10 000 MWCO,
SnakeSkin, ThermoScientific, Rockford, USA). Podobnie, jak w przypadku
oczyszczania frakcji immunoglobulin G, w celu usunigcia potencjalnych
zanieczyszczen endotoksyng zastosowano kolumny do usuwania endotoksyny Detoxi-
Gel Endotoxin Removing Columns (ThermoScientific, Rockford, USA). Koncowe
oznaczenie stezenia alfa-1 antytrypsyny w probkach wykonano nefelometrycznie
z uzyciem nefelometru BN II (Siemens DadeBehring, Munnich, Niemcy), a nast¢pnie
roztwor A1AT rozporcjowano po 50ul (10 mg/ml) i przechowywano w temperaturze -
20°C. Czysto$¢ izolowanego biatka sprawdzano poprzez rozdzial w 7,5% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) barwigc zel 0,1%
barwnika CoomassieBrilant Blue. Oceng aktywnosci antyproteazowej 0CzyszCzanego
biatka przeprowadzono przy pomocy testu hamowania aktywnosci trypsyny. Szczegoty

oznaczenia przedstawiono w czesci rozprawy opisujacej metody pomiarowe.
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Ryc. 3.2. Schemat oczyszczania alfa-1 antytrypsyny.
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3.1.3 Otrzymywanie polimeréw alfa-1 antytrypsyny

Spolimeryzowana forma afla-1 antytrypsyny byla otrzymywana poprzez
ogrzewanie prawidtowej alfa-1 antytrypsyny (koncowe stezenie 10 mg/ml) prze 6h
w temperaturze 60 °C. Oceng¢ polimeryzacji przeprowadzono poprzez rozdziat probek
AIAT w 7,5% zelu poliakrylamidowym. Ocene wlasciwosci antyproteazowych
spolimeryzowanej formy alfa-1 antytrypsyny (pAlAT) sprawdzano analogicznie do

alfa-1 antytrypsyny izolowanej przy pomocy FPLC.

3.2 1Izolacja granulocytow krwi obwodowej.

W celu izolacji granulocytow (PMN - ang. polymorphonuclear leukocytes)
z krwi zylnej pobranej na cytrynian sodu jako antykoagulant, od zdrowych dawcow

pobierano od 16 do 24 ml krwi. Proces izolacji przeprowadzano w trzech etapach:

1 - sedymentacja erytrocytow w roztworze dekstranu
2 - separacja frakcji leukocytow w gradiencie gestosci

3 - hipotoniczna liza erytrocytow

1. Do pobranej krwi dodano roztwor 6% dekstranu o masie czasteczkowej 40 000
(w stosunku 2:1 v/v) w celu sedymentacji erytrocytow i odstawiono na okoto 30 minut
(temperatura pokojowa). Nastepnie warstwe osocza bogatokomodrkowego wirowano
przez 10 minut z predkoscia 400 g (4°C). Uzyskana pelete komoérek zawieszano w 8-12

ml buforu PBS (bez dodatku joné6w wapnia i magnezu).

2. Zawiesing komorek ostroznie nawarstwiono na przygotowany w probowkach
polipropylenowych (o objetosci 50 ml) odczynnik histopaque-1077 (Sigma-Aldrich
Chemical Co, St Louis, USA) w stosunku 1:1. Nawarstwiong na gradient zawiesing
komorek krwi nastepnie wirowano (400g, przez 30min.) w temperaturze pokojowej bez
gwalttownych przyspieszen. Po zwirowaniu, granulocyty z niewielka domieszka
erytrocytow opadaja na dno probowki, natomiast frakcja limfocytéw oraz monocytéw
(z domieszka ptytek) lokalizuje si¢ na granicy pomiedzy osoczem i gradientem. PO
usunigciu gornych frakeji, pelete granulocytow wraz z erytrocytami poddano lizie

hipotonicznej.
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3. W celu selektywnej lizy niewielkiej domieszki pozostatych erytrocytow do probowek
dodano 10 ml 0,2% roztworu NaCl (4°C) calos¢ wymieszano (30 s.) i dodano 10 ml
1,6 % roztworu NaCl (4°C). Nastgpnie material wirowano (120g % 10 min.),
a uzyskang pelete komorek zawieszano w buforze Hanksa (HBSS) bez dodatkow jonow

Ca?* i Mg®* i niezwlocznie wykorzystywano do dalszych analiz i eksperymentow.

W optymalnych warunkach z 24 ml krwi uzyskiwano ok. 60-80 mln komoérek PMN.
Czystosci zawiesiny izolowanych komorek sprawdzano poprzez ocen¢ mikroskopowsa
preparatéw barwionych roztworem May-Griinwald Giemsy oraz z uzyciem licznika
hematologicznego Sysmex K21 (czystos¢ > 96%). Ocene zywotnosci izolowanych
granulocytow sprawdzano poprzez zastosowanie barwienia 0,1% roztworem biekitu

trypanu (> 97%).

3.3 Modele stymulacji in vitro

3.3.1 Woplyw roznych wariantéw alfa-1 antytrypsyny na wigzanie si¢ przeciwcial

anty-PR3 z proteinaza-3

W pierwszym etapie, w celu uzyskania ekspresji na powierzchni granulocytéw
proteinazy-3 do probowek zawierajacych zawiesine PMN (5x10°; HBSS Ca** Mg %),
za wyjatkiem kontroli ujemnej, dodano TNF-a (R&D Systems, Inc.Minneapolis, USA,
koncowe stezenia 2ng/ml) i inkubowano w 37°C jednocze$nie wytrzgsajac (150
obrotow/min.). Po uplywie 15 minut do wybranych probek dodano prawidtowa (0,1-1
mg/ml) albo spolimeryzowang alfa-1 antytrypsyn¢ (1 mg/ml) i kontynuowano inkubacje
przez nastgpne 20 minut (bez wytrzasania). Po uptywie 20 minut do probéwek dodano
5 ul przeciwciata anty-PR3 (mysie 1gG; skierowane przeciwko ludzkiej proteinazie-3,
100pg/ml, Hycult Biotech, Uden, Holandia) lub przeciwciato kontrolne (kontrola
izotypowa, mysie 1gG;, 100pug/ml, Hycult Biotech, Uden, Holandia). Szczegotowy
schemat stymulacji przedstawiony zostal w tabeli 3.2. Po zakofczeniu inkubacji
komorki barwiono przy uzyciu przeciwcial wtornych sprzezonym z fluorochromem

(HycultBiotech, Uden, Holandia), a nast¢pnie analizowano z uzyciem cytometru

przeptywowego.
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Tabela 3.2. Wplyw réznych wariantow alfa-1 antytrypsyny na wiazanie si¢ przeciwcial anty-PR3
z proteinaza-3 - schemat stymulacji komorek.

Kontrola Kontrola Kontrola Préobka Préobka

ujemna dodatnia izotypowa badana | badana Il
15 i TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a
min (2ng/ml) (2ng/ml) (2ng/ml) (2ng/ml)
20 i i i AlAT PALAT
min (0,1-1 mg/ml) (1 mg/ml)
30 Przeciwciato Przeciwciato Przeciwciato Przeciwciato Przeciwciato
min anty-PR3 anty-PR3 kontrolne anty-PR3 anty-PR3

AlAT - prawidiowa alfa-1 antytrypsyny; pA1AT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyny, przeciwciato
anty-PRS3 - mysie przeciwciato IgG skierowane przeciwko ludzkiej proteinazie-3; przeciwcialo kontrolne -
kontrola izotypowa.

3.3.2 Produkcja reaktywnych form tlenu przez granulocyty pod wplywem

stymulacji przeciwcialami IgG anty-PR3

Zawiesing granulocytow wstgpnie wybarwionych dihydrorodaming 123
(stezenie koncowe Sug/ml, 5 min., 37°C, wytrzgsanie 150 obr./min) rozporcjowano do
probowek cytometrycznych (po 5 X 10° komorek na probowke w HBSS z dodatkiem
jondw Ca?* i Mg?"). Nastepnie do czesci z nich dodano TNF-a i kontynuowano
inkubacje. Po 15 minutach do préboéwek dodano odpowiednio octan mirystynianu
forbolu (PMA -aktywacja wybuchu tlenowego - kontrola dodatnia), przeciwciata IgG
lub  fragmenty F(ab), (wedlug schematu zmieszczonego w  tabeli 3.3)
1 cato$¢ inkubowano 30 minut wytrzasajac (37°C, 150 obr./min.). W kolejnym etapie,
w celu zatrzymania reakcji do wszystkich probowek dodano zimny bufor PBS (4°C)
1 cato$¢ zwirowano (1000g x 5 min., 4°C). Uzyskang pelete komorek zawieszono
w buforze PBS i natychmiast analizowano. Oceng generowania reaktywnych form tlenu
wykonano z uzyciem cytometru przeptywowego mierzac fluorescencje powstatej
wskutek utleniania rodaminy Szczegély metody przedstawiono w czgéci opisujacej

metody pomiarowe.
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Tabela 3.3. Produkcja reaktywnych form tlenu przez granulocyty pod wplywem stymulacji
ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3 oraz roznymi wariantami alfa-1 antytrypsyny- schemat
stymulacji komorek.

Kontrola Kontrola Kontrola | Kontrola | Prébka Kontrola Probka Prébka Prébka
ujemna dodatnia TNF-a | badana I 1 badana 11 badana Ill | badana IV
5 DHR 123 DHR 123 DHR 123 | DHR 123 | DHR 123 | DHR 123 DHR 123 DHR 123 DHR 123
min. | (5pg/ml) (Spg/ml) (5pg/ml) (Spg/ml) | (Spg/ml) | (Spg/ml) (Spug/ml) (Spug/ml) (Spg/ml)
15 TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a
min. (2ng/ml) | (2ng/ml) | (2ng/ml) | (2ng/ml) (2ng/ml) (2ng/ml) (2ng/ml)
19G 1gG F(ab),
30 PMA kontrolne | anty-PR3 | kontrolne Eﬁb?ggg AlAT pAlAT
min. (50 ng/ml) (200 (10 - 200 (200 (200y“g/m1) (1 mg/ml) (1 mg/ml)
pg/ml) pg/ml) pg/ml)

DHR 123 - dihydrorodamina 123; 19G anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajgcych przeciwciata
skierowane przeciwko proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych
dawcow; F(ab),1gG anty-PR3- fragmenty F(ab), wuzyskane poprzez trawienie przeciwcial
IgG anty-PR3;F(ab), kontrolne - fragmenty F(ab), powstate w wyniku trawienie IgG kontrolnych;, PMA -
octan mirystynianuforbolu; A1AT - prawidlowa alfa-1 antytrypsyna; pAlAT - spolimeryzowana alfa-1
antytrypsyna

3.3.3 Wplyw roznych wariantéw alfa-1 antytrypsyny na generowanie
reaktywnych form tlenu przez neutrofile stymulowane przeciwcialami

1gG anty-PR3

Podobnie jak w przypadku wczesniej opisanego modelu w tym do$wiadczeniu
zawiesine wstepnie wybarwionych i prestymulowanych granulocytow (DHR 123 oraz
TNF-o - w warunkach jak opisano powyzej) rozporcjowano do probowek
cytometrycznych (po 5 x 10° komoérek na probowke w HBSS z dodatkiem jonow
ca®* i Mg®h. Nastepnie do wybranych probek dodano prawidtowa (0,1-1mg/ml) lub
spolimeryzowang A1AT (Img/ml) 1 kontynuowano inkubacj¢. Po uptywie 20 minut do
proboéwek dodano PMA (kontrola dodatnia) lub przeciwciata IgG anty-PR3 (zgodnie ze
schematem przedstawionym w tabeli 3.4) i calo$¢ inkubowano 30 minut wytrzasajac
(37°C, 150 obr./min.).

analogicznie, jak w przypadku oceny generowania reaktywnych form tlenu przez

Po zakonczeniu stymulacji z probkami postgpowano

neutrofile pod wptywem stymulacji przeciwciatami IgG anty-PR3.
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Tabela 3.4. Wplyw roznych wariantéw alfa-1 antytrypsyny na generowanie reaktywnych form
tlenu przez neutrofile stymulowane ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3 - schemat stymulacji

komérek.
Kontrola | Kontrola Kontrola Préobka Prébka
ujemna dodatnia dodatnia Il badana | badana Il
5 DHR 123 DHR 123 DHR 123 DHR 123 DHR 123
min. (5pg/ml) (5pg/ml) (5pg/ml) (5pg/ml) (Spg/ml)
mlisn - - TNF-a (2ng/ml) TNF-a (2ng/ml) TNF-a(2ng/ml)
20 prawidtowa A1AT spolimeryzowana
min i i i (0,1-1 mg/ml) ALAT
' ' (1 mg/ml)
30 i PMA IgG anty-PR3 1gG anty-PR3 IgG anty-PR3
min. (50 ng/ml) (200 pg/ml) (200 pg/ml) (200 pg/ml)

DHR 123 - dihydrorodamina 123; IgG anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajgcych przeciwciata
skierowane przeciwko proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych
dawcow; ALAT - prawidiowa alfa-1 antytrypsyna; pALAT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna

3.3.4 Tworzenie kompleksow miedzy alfa-1 antytrypsyng a elastaza neutrofilowa
(A1AT/NE)

W celu oceny tworzenia si¢ kompleksow pomigdzy alfa-1 antytrypsyna (A1AT)
a elastazg neutrofilowg (NE), zawiesing komoérek PMN w medium hodowlanym (HBSS
z dodatkiem jonow Ca®* MG®" oraz 5% FBS) poddano najpierw prestymulacji przy
uzyciu TNF-alfa (2ng/ml;15 min.; 37°C; wytrzasanie 150 obrotow/min.), a nastepnie
rozporcjowano do dotkow ptytki 48 - dotkowej (3,5 x 10° komorek na dotek).
W kolejnym etapie do odpowiednich dotkow zawierajacych prestymulowane komorki
dodano przeciwciala IgG anty-PR3 lub przeciwciata kontrolne - frakcja
immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcéw (kontrola ujemna) (Tabela 3.5).
Zawiesing komorek inkubowano w cieplarce przez 30 minut. Po inkubacji do dotkow
dodano odpowiednio prawidlowa lub spolimeryzowang alfa-1 antytrypsyne (koncowe
stezenie 1 mg/ml) 1 kontynuowano inkubacj¢ w cieplarce przez 3,5 h. Po zakonczeniu
inkubacji zebrane medium hodowlane zwirowano (6000 obrotow/ 5 min.) i zamrozono

celem pozniejszej analizy.
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Tabela 3.5. Tworzenie komplekséw pomiedzy alfa-1 antytrypsyng a elastaza neutrofilows
(ALAT/NE) - schematy stymulacji komoérek.

Kontrola | bl;goazl;al Kontrola 11 Probka badana I1
rﬂ'ii TNF-a (2ng/ml) TNF-a(2ng/ml) TNF-a (2ng/ml) TNF-a (2ng/ml)
30 1gG kontrolne IgG anty-PR3 1gG kontrolne 1gG anty-PR3
min. (200 pg/ml) (200pg/ml) (200 pg/ml) (200 pg/ml)
35h Spo“n;ialrszowana Spo“”:{}&z.? wana prawidlowa A1AT prawidlowa A1AT
' (1 mg/ml) (1 mg/ml) (2 mg/ml) (1 mg/ml)

19G anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajgcych przeciwciata skierowane przeciwko
proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcow,
AlAT - prawidiowa alfa-1 antytrypsyna; pA1AT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna

3.3.5 Aktywacje genow prozapalnych w granulocytach obojetnochlonnych pod
wplywem stymulacji ludzkimi przeciwcialami IgG anty- PR3 oraz
fragmentami F(ab)

W celu zbadania wplywu stymulacji granulocytow przeciwciatami anty-PR3 na
aktywacje genow prozapalnych, podobnie jak w opisanych wczes$niej doswiadczeniach,
zawiesing komoérek PMN  wstepnie prestymulowano (TNF-a, koncowe stezenia
2 ng/ml) wytrzasajac (150 obrotow/min.) w temperaturze 37°C w medium hodowlanym
(HBSS z dodatkiem jonow Ca* i Mg oraz 5% plodowej surowicy cielecej (FCS)).
Po 15 minutach inkubacji komoérki rozporcjowano do dotkéw ptytki 48-dotkowe;j
(3,5 x10° komorek na dotek). Nastepnie zgodnie ze schematem przedstawionym
w tabeli (Tabela 3.6) do odpowiednich dotkéw dodano przeciwciata lub zawiesing
fragmentow F(ab),. Przygotowang w ten sposob ptytke inkubowano przez 4 godziny
w cieplarce (37°C, 5%C02). Po inkubacji zawiesina komorek zebrano do probowek
1,5 ml 1 zwirowana (1000g % 4 min), przeptukano roztworem PBS 1 zwirowano
ponownie (1000g X 5 min.). Nastgpnie z aktywowanych w ten sposob komorek

izolowano calkowite RNA.
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Tabela 3.6. Aktywacja genéw prozapalnych w granulocytach obojetnochtonnych pod wpltywem
stymulacji ludzkimi przeciwcialami IgG anty- PR3 oraz fragmentami F(ab), - schemat stymulacji

komorek.
Kontrola Proébka Prébka
TNF-a Kontrola | badana | Kontrola Il badana Il
. TNF-a
15 min. (2ng/ml) TNF-o (2ng/ml) TNF-0(2ng/ml) | TNF-a (2ng/ml) | TNF-a (2ng/ml)

1gG kontrolne 1gG anty-PR3 F(ab), kontrolne F(ab).IgG

4h - (200 pg/ml) (200 pg/ml) (200 pg/ml) anty-PR3
(200 pg/ml)

IgG anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajgcych przeciwciata skierowane przeciwko
proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcow,
F(ab)2 I1gG anty-PR3- fragmenty F(ab), uzyskane poprzez trawienie przeciwciat IgG anty-PR3;
F(ab), kontrolne - fragmenty F(ab), powstate w wyniku trawienie IgG kontrolnych

3.3.6 Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje wybranych genow
w granulocytach obojetnochlonnych pod wplywem stymulacji ludzkimi

przeciwcialami IgG anty-PR3

Prestymulowane TNF-o komorki rozporcjowano do dotkow ptytki 48-dotkowe;j
(3,5 x10® komorek na dotek). Zgodnie ze schematem przedstawionym w tabeli (Tabela
3.7) do odpowiednich dotkéw dodano prawidtowa (Img/ml) lub spolimeryzowang
alfa-1 antytrypsyne (1mg/ml), a nastepnie inkubowano przez 30 minut w cieplarce
(37°C, 5%C0O2). Po uptywie 30 minut do dotkéw dodano IgG kontrolne (kontrola
ujemna) lub IgG anty - PR3 (kontrola dodatnia, probka badana I i II) i kontynuowano
inkubacje w cieplarce przez kolejne 4 h. Po inkubacji komorki zebrano analogicznie,

jak w poprzednim do$wiadczeniu w celu izolacji catkowitego RNA.
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Tabela 3.7. Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje¢ wybranych genéw w granulocytach
obojetnochlonnych pod wpltywem stymulacji ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3 -
schemat stymulacji komoérek.

Kontrola Kontrola Kontrola Prébka Probka
TNF-a ujemna Dodatnia badana | badana Il
. TNF-a
15 min. @ng/ml) TNF-a (2ng/ml) TNF-a(2ng/ml) | TNF-a (2ng/ml) | TNF-a (2ng/ml)
30 prawidtowa spolimeryzowana
min - - - AlAT AlAT
' (1 mg/ml) (2 mg/ml)
an i 1gG kontrolne 1gG anty-PR3 IgG anty-PR3 IgG anty-PR3
(200 pg/ml) (200 pg/ml) (200 pg/ml) (200 pg/ml)

IgG anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajgcych przeciwciata skierowane przeciwko
proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcow,
ALAT - prawidiowa alfa-1 antytrypsyna; pA1AT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna

3.4 Metody pomiarowe wykorzystane w pracy

3.4.1 Badanie aktywnosci antyproteazowej alfa-1 antytrypsyny

Ocene aktywnos$ci antyproteazowej alfa-1 antytryspyny wykonano w oparciu
o metode zaproponowang przez Dietza i wsp.[122]. Metoda ta oparta jest na zdolno$ci
hamowania przez alfa-1 antytrypsyn¢ hydrolizy p-nitroanilidu N-benzoilo-(D, L)-
argininy (BAPNA) przez trypsyng¢ do p-nitroaniliny i benzoilo-(D,L)-argininy
(Ryc. 3.2). Mierzona przy dtugosci fali A==405 nm absorbancja tego zwigzku jest wprost

proporcjonalna do aktywnosci trypsyny.

Ryc. 3.3 Hydrolizy p-nitroanilidu N-benzoilo-D, L-argininy.

NO,
NO,
Q o)
NH OH
NH NH
trypsyna
@ + HZO % @ + H2N
o o)
HN HN
J—NH, J—NH,
HN
BAPNA benzoilo-D,L-arginian p-nitroanilina

Na rycinie przedstawiono schemat reakcji hydrolizy p-nitroanilidu N-benzoilo-D, L-argininy (BAPNA) do
p-nitroaniliny i benzoilo-D,L-argininy.
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Oznaczenia  przeprowadzano na  plytce  96-dotkowe;. Schemat
przeprowadzonego oznaczenia przedstawiono w tabeli (Tabela 3.8). W pierwszym
etapie do wszystkich dotkow dodano 150 pl roboczego roztworu substratu (BAPNA:
1 mM/I w buforze reakcyjnym: Tris pH 8,48 - 100mM/I z dodatkiem 20 mM/I CaCly,).
Nastepnie sporzadzono mieszaning reakcyjng sktadajacej si¢ z roztworu trypsyny
(40 pg/ml rozpuszczone w buforze reakcyjnym) w potaczeniu z roztworem albuminy
(400 pg/ml) lub odpowiedniej probki badanej i inkubowano w 37°C. W przypadku
oznaczania aktywnos$ci A1AT we frakcjach z FPLC probki badane przygotowano
poprzez rozcienczenie buforem 1:10, 1:50, 1:100. Dla oceny aktywnosci
antyproteazowej prawidlowej i spolimeryzowanej A1AT probki o stgzeniach 1-10
mg/ml rozcienczono buforem reakcyjnym 1:100. Po uptywie 10 minut do dotkéw
zawierajacych substrat dodano odpowiedni 30 pl mieszaniny reakcyjnej (trypsyna +
ATAT lub trypsyna + albumina) i inkubowano kolejne 10 minut w temperaturze 37°C.
Nastepnie w celu zatrzymania reakceji dodano 30 pl 30% kwasu octowego, a do dotkow
oznaczonych jako kontrola odczynnikowa dodatkowo dodano 30 pl mieszaniny
reakcyjnej. Pomiaru absorbancji dokonano przy uzyciu czytnika kolometrycznego

(EIx808, BioTek, USA) przy dtugosci fali A =405 nm.

Tabela 3.8. Schemat wykonania oznaczenia aktywnosci antyproteazowej alfa-1 antytrypsyny.

Kolejnos Trypsyna (kontrola) Probka badana
dodawania Odczynniki
odczynnikéw Kontrolna Probka Kontrolna Probka
odczynnikowa | testowa | odczynnikowa | testowa
1 Roztwér substratu 150 pl 150 I 150 I 150
(BAPNA)
Mieszanina roztworu
2 albuminy oraz 30 pl
trypsyny
Mieszanina prébki
3 badanej oraz 30 ul
trypsyny
4 30 % kwas octowy 30l 30 nl 30 nl 30 pl
Mieszanina roztworu
5 albuminy oraz 30 pl
trypsyny
Mieszanina prébki
6 badanej oraz 30 pnl
trypsyny
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3.4.2 Pomiar produkcji reaktywnych form tlenu przez granulocyty

obojetnochlonne

Badanie produkcji reaktywnych form tlenu przez neutrofile (tzw. wybuchu
tlenowego) wykonano metodg cytometrii przeplywowej z wykorzystaniem barwnika
dihydrorodaminy 123 (DHR 123). W granulocytach na skutek pobudzenia dochodzi do
produkcji reaktywnych form tlenu (H202 i O2-), ktére prowadza do utlenienia
niemajgcej wiasciwosci fluorescencyjnych dihydrorodaminy 123 do fluoryzujacej
rodaminy 123 (Ryc. 3.4). Dihydrorodamina jest barwnikiem swobodnie wnikajagcym do
komorek, a ze wzgledu na charakterystyczne widmo wzbudzenia rodaminy 123 moze
ona by¢ wzbudzana $wiatlem niebieskim (A=488 nm) dajac jasng fluorescencje
(Amax emisji=229 nm). Wyniki uzyskane w trakcie eksperymentow przedstawiono

w postaci S$redniej geometrycznej intensywnosci fluorescensji badanych probek

(Ryc. 3.5).

Ryc. 3.4. Schemat reakcji utleniania dihydrorodaminy 123 do rodaminy 123.

H,N 0 NH, H,N 0 _NH,
utlenianie O
O O > ~
H ] COOCH; l COOCH,4

dihydrorodamina 123 rodamina 123

(brak fluorescenciji) (fluorescencija)
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Ryc. 3.5. Wykres fluorescencji rodaminy 123.

256

Events

10° T o' E To*
Rodamina 123

Na rycinie przedstawiono fluorescencje rodaminy 123 w komoérkach granulocytow obojetnochionnych.
Kolorem szarym oznaczono komorki niestymulowane (MnFl =7,43), natomiast kolorem czerwonym
oznaczono komorki stymulowane przeciwcialem IgG anty-PR3 (200ug/mi;MnFI=503).

3.4.3 Ocena wplywu roznych form alfa-1 antytrypsyny na wigzania sie

przeciwcial IgG anty-PR3 z proteinaza-3

Badanie wpltywu wybranych forma alfa-1 antytrypsyny na tworzenie si¢
kompleksu  antygen-przeciwcialo  migedzy  proteinaza-3, a  przeciwciatami
IgG anty-PR3 prowadzono z uzyciem cytometrii przeptywowej. Po zakonczeniu
inkubacji komoérek probowki zwirowano (1000g % 2 min.), a nastgpnie komorki
zawieszono ponownie w 200 pl buforu PBS z dodatkiem przeciwciata znakowanego
FITC (koziego anty- mysiego, 1,5mg/m, HycultBiotech,Uden, Holandia) i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Po zabarwieniu material utrwalono 10 minut
w odczynniku FACS-Lysing Solution (FLS, Becton Dickinson, USA), a nast¢pnie

zwirowano (300g x 8 min.) i zawieszono w roztworze PBS. Komorki analizowano przy
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uzyciu cytometru przeptywowego Coulter EPICS XL (BeckmanCoulter, USA)

w czasie nie przekraczajacym 4h.

Wynik analizy cytometrycznej przedstawiono jako indeks ekspresji (IE*) wyliczony

wedtug nastepujacego wzoru (Ryc. 3.6):
(IE") = (F")x(MnFL")

F' - odsetek komoérek wykazujacych ekspresje badanego antygenu na poziomie powyzej

1% w stosunku do kontroli izotypowej.

MnFL" - érednia warto$é fluorescencji dla danego antygenu w populacji komérek
dodatnich (F").

Ryc. 3.6. Ekspresja proteinazy-3 na powierzchni granulocytéw obojetnochlonnych.

256

Events

h1

10*

PR3FITC

Na rycinie przedstawiono ekspresje mPR3 granulocytow. Kolorem szarym zaznaczono kontrolg
izotypowg (F* =1%;MnFL*= 6,8; IE* = 6,8) natomiast kolorem czerwonym zaznaczono kontrole
pozytywng (F"= 86,2%;MnFL"= 169,5; IE"= 14610,9). Marker (Ml) ustawiono w taki sposob aby
analiza obejmowata 1% komorek kontroli izotypowej.
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3.4.4 Ocena tworzenia komplekséw miedzy alfa-1 antytrypsyna a elastaza
neutrofilowa (ALAT/NE)

Pomiar stezenie kompleksow A1AT/NE wykonano przy uzyciu komercyjnie
dostepnego zestawu ELISA (Calbiochem, EMD Chemicals, Inc. USA). W metodzie tej
detekcja komplekséw ATAT/NE przebiega w dwoch etapach. W pierwszym dochodzi
do wigzania kompleksu A1AT/NE z podiozem (dotkiem ptytki 96- dotkowej) przez
przeciwcialo skierowane przeciwko elastazie neutrofilowej. W drugim etapie zwigzany
z podtozem kompleks jest wykrywany przez znakowane (peroksydaza) przeciwciato
skierowane przeciwko alfa-1 antytrypsynie. Wszystkie czynnosci podczas
wykonywania oznaczenia byly wykonywane wedlug instrukcji zalecanej przez
producenta zestawu. Do odpowiednich dotkéw plytki 96-dotkowej dodano standardy
(10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625 ng/ml, 0,3124 ng/ml, 0,156 ng/ml),
probki - kontrolne (dolaczone przez producenta zestawu) oraz odpowiednio
przygotowane probki badane (wstgpnie prowadzone badania wykazaty, ze w przypadku
niektorych probek absorbancja wykraczala poza zakres obejmujacy krzywa
standardowsg dlatego tez probki badane rozcienczano buforem 1:200). Tak
przygotowang plytke inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1h. Po tym czasie
ptytke kolejno przeptukano trzykrotnie buforem ptuczacym (300 pl na dotek), do
wszystkich dotkéw dodano 150 pl roztworu przeciwciala znakowanego peroksydaza
(HRP) 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez kolejng godzing. W kolejnym
etapie ptytke przeplukano ponownie (jak opisano powyzej), a nastgpnie dodano 200 pl
roztworu substratu dla peroksydazy. Calo$¢ inkubowano w ciemnos$ci temperaturze
pokojowej. Po uptywie 20 minut w celu zatrzymania reakcji do wszystkich dotkow
dodo po 50 pl 2M HCI. Pomiaru absorbancji dokonano z uzyciem czytnika
kolorymetrycznego (Sunrise, TECAN, Szwajcaria) przy dlugosci fali A=450 nm
(z ustawieniem dlugosci fali A = 620 nm jako wartosci referencyjnej). St¢zenie
kompleksu A1AT/NE w badanych probkach wyliczono w oparciu o sporzadzong
krzywa wzorcowg (Ryc. 3.7).
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Ryc. 3.7. Krzywa wzorcowa stezenia kompleksu alfa-1 antytryspyna/ eleastaza neutrofilowa.
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3.4.5 Izolacja calkowitego RNA oraz reakcja odwrotnej transkrypcji

Catkowite komoérkowe RNA izolowano uzywajac komercyjnie dostepnego
zestawu A&A Biotechnology (Total RNA Mini, Gdansk, Polska). Uzyskane po
stymulacji pelety komoérek rozpuszczono w 800 pl Fenozolu (mieszanina fenolu oraz
soli chaotropowych), a nastepnie dla catkowitego lizy komoérek inkubowano w tazni
wodnej (50°C). Po 5 minutach inkubacji do probéowek dodano 200 ul chloroformu,
mieszano i pozostawiono na 3 minuty w temperaturze pokojowej. Dodanie do probek
chloroformu powoduje, ze lizat komdérkowy dzieli si¢ na trzy fazy - gorna, zawierajaca
RNA oraz interfaze biatkowa 1 faze dolng - zawierajace DNA, biatka 1 lipidy.
W kolejnym etapie probki zwirowano (12000 obr. x 10 min.), a do zebranej gornej
frakcji (ok. 450 pl) dodano 250 pl alkoholu izopropylowego precypitujacego RNA. Tak
przygotowane probki natozono na kolumny do izolacji RNA 1 wirowano przez minutg
(12000 obr.). Nastgpnie kolumny trzykrotnie przeptukano zalaczonym do zestawu
roztworem pluczacym (2x700 ul, oraz ostatnie ptukanie 250ul, wirowanie 12000
obr./min.), a nastepnie dla wymycia RNA dodano 60 ul wody dejonizowanej
1 wirowano przez minut¢ (12000 obr.). Pomiar stezenia RNA wykonano metoda
spektrofotometryczng z uzyciem spektrofotometru NanoDrop 2000 (ThermoScientific,
Rockford, USA). Do dalszych analiz uzywano probek dla ktorych stosunek absorbancji
260nm/280nm miescit si¢ w przedziale 1,75-2,0.
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Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w uzyciem zestawu cCDNA
High Capacity Reverse Transtcription Kit (Life Technologies, USA) zgodnie
z instrukcjg producenta zestawu. Do mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej losowe
heksamery 1 przygotowanej wedlug schematu zmieszczonego w tabeli (Tabela 3.9),
dodano 10 pl roztworu RNA (catkowita ilo§¢ RNA na 20ul mieszaniny reakcyjnej nie
przekroczyla 1pg). Reakcja odwrotnej transkrypcji prowadzona byla z uzyciem
termocyklera Biometra (Biometra GmbH, Niemcy) zgodnie z programem zalecanym

przez producenta zestawu (zamieszczono w Aneksie).

Tabela 3.9. Skladniki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Odezynnik Objetos¢ - w przeliczeniu na
pojedyncza probke (ul)

10 X bufor 2,0
25 X dNTP Mix (100mM) 0,8
10 X startery 2,0
Odwrotna transkryptaza 1,0
Inhibitor RNAz 1,2
wolna od DNA i RNA woda 3,2

3.4.6 Analiza ekspresji MRNA metoda PCR w czasie rzeczywistym
(Real-time PCR)

Oceng ekspresji genow prowadzono metoda PCR w czasie rzeczywistym (ang.
Real-time PCR), ktora to metoda pozwala na ilosciowe oszacowanie liczby kopi mRNA
w badanej probce. W badaniu uzyto metody opartej na znakowanych sondach
degradowanych przez aktywnos$¢ egzonukleazowg 5’ polimerazy DNA (sondy TagMan,
Applied Biosystems, USA). W sktad mieszaniny reakcyjnej w tego typu reakcji PCR
oprocz komplementarnej pary starteréw wchodzi takze krotka sonda (20-40
nukleotydéw) znakowana na koncu 5' i 3'odpowiednio fluorochromem (np. FAM)
1 barwnikiem wygaszajacym (np. TAMRA). Dzigki niewielkim rozmiarom sondy, a co
za tym idzie niewielkiej odlegtosci pomiedzy tymi dwoma barwnikami mozliwe jest

przekazania energii (zjawisko FRET) pomiedzy wzbudzanym fluorochromem,
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a wygaszaczem - co rejestrowane jest jako brak sygnatu. W przebiegu reakcji PCR
sonda po zwigzaniu si¢ z komplementarng sekwencjg na etapie wydtuzania ulega
degradacji przez polimeraz¢ Taq (aktywno$¢ 5'- egzonukleazy). Skutkuje to
uwolnieniem fluorochromu, jego oddaleniem od czasteczki wygaszacza, a w
konsekwencji pojawieniem si¢ fluorescencji i1 detekcja sygnatu amplifikacji. Ze
wzgledu na fakt, ze w przypadku obecnosci w badanej probce sekwencji do ktorej
sonda jest komplementarna, fluorochrom uwalniany jest w kazdym cyklu reakcji PCR
detekcja sygnatlu mozliwa jest w czasie rzeczywistym. Fluorescencja ta stanowi
ilosciowy ekwiwalent powstajacego produktu PCR i daje pewnos$¢, ze amplifikacji
podlega tylko i wytacznie analizowana sekwencja. Liczba kopii matrycy dla produktu
w badanej probce obliczana jest jako warto$¢ Ct (ang. ThresholdCycle - definiowany
jako numer cyklu przy ktorym warto$¢ fluorescencji przekracza lini¢ odcigcia -

Ryc. 3.8)

Ryc. 3.8. Znormalizowany wykres przyrostu fluorescencji w trakcie reakcji PCR.
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Na wykresie logarytmicznym przedstawiono znormalizowany wykres przyrostu fluorescencji w trakcie
reakcji real-time PCR dla trzech genéw referencyjnych uzywanych w przeprowadzanych eksperymentach
(kolejno 18s, ACTB oraz GAPDH). Kolorem czerwonym zaznaczono linig odciecia (threshold), natomiast
linie przerywane wskazujg wartos¢ Ct dla poszczegolnych genow.
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3.4.7 Ocena profilu genéw aktywowanych w granulocytach pod wplywem

stymulacji ludzkimi przeciwcialami IgG anty PR3 oraz fragmentami F(ab);

Oznaczenia metodg real-time PCR prowadzono wykorzystujac termocykler
7900HT Fast Real-Time PCR System firmy Applied Biosystems (Carlsbad, USA).
Reakcja prowadzona byla z uzyciem tzw. macierzy niskiej gestosci (TagMan Low-
density Arrays). Sa to ptytki w formacie kart 384-dotkowych na ktorych w 2 ul dotkach

rozmieszczono zliofilizowane swoiste startery oraz sondy .

W pracy wykorzystano komercyjnie dostepng wersje ptytki (TLDA Human
Inflammation Panel, Life Technologies, USA) oraz plytki wykonane na zamowienie.
Reakcje przeprowadzono naktadajac do kazdego z osmiu portow umieszczonych na
ptytce mieszaning reakcyjna sktadajaca si¢ z 50 pl odczynnika Gene Expression Master
Mix (Life Technologies, Carlsbad, USA) oraz 50 pl matrycy cDNA (200 ng). Ptytke
wirowano dwukrotnie (1200 obr./min.), a nast¢pnie zamykano przy uzyciu specjalnej
prasy. Przygotowang w ten sposob plytke przetozono do termocyklera i amplifikowano
zgodnie z programem zalecanym przez producenta. W ramach prowadzonych
eksperymentéw lacznie przepadano ekspresje 152 gendow (pelng liste genow
zamieszczono w Aneksie). Ekspresje genoéw oceniono w oparciu o metode 244
uzywajac genu podjednostki rybosomalnej 18S, jako transkryptu referencyjnego. Jako
pomocnicze geny referencyjne wykorzystano transkrypty dehydrogenazyaldehydu-3-

fosfoglicerynowego (GAPDH) oraz gen beta-aktyny(ACTB).

3.4.8 Ocena wplywu réznych wariantow alfa-1 antytrypsyny na aktywacje
wybranych genow w granulocytach stymulowanych ludzkimi

przeciwcialami IgG anty-PR3

Na podstawie opisanego wczesniej badania do dalszej analizy wytypowano 13
genoéw (CCL2, CXCL2, VCAM1, MMP9, PLCB4, PDE4C, PLA2G4C, RAC1, RHOA,
IRAK1, CACNA1D, CACNB2, PTGDR). Podobnie, jak w przypadku reakcji real-time
PCR uzyto termocyklera7900HT Fast Real-Time PCR System firmy Applied
Biosystems,  (Carlsbad,USA). Eksperymenty prowadzono uzywajac  ptytek
96-dotkowych w formacie FAST, pozwalajacych na zmniejszenie koncowej objetosci
do 10 pl. Reakcje przeprowadzono naktadajac na ptytke 5,5 ul mieszaniny reakcyjnej
(5 pl odczynnika Gene Expression Master Mix oraz 0,5 pl swoistej sondy Taqman),
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oraz 4,5 pl matrycy cDNA (40 ng). Nastgpnie, W celu wymieszania odczynnikéw oraz
usuni¢cia ewentualnych pecherzykéw powietrza powstatych w trackie pipetowania
plytke wirowano przez (1000 obr.). Po 3 minutach wirownia ptytk¢ umieszczono
w termocyklerze i prowadzono reakcje amplifikacji zgodnie z instrukcjg producenta
odczynnikow (Life Technologies, USA). Wyniki uzyskane w trakcie eksperymentu
zostaly obliczone analogicznie, jak w metodzie analizy ekspresji z uzyciem matryc

TLDA.

3.4.9 Analiza wynikéw

Statystyczng analiz¢ wynikow przeprowadzono korzystajac z oprogramowania
GraphPad 4 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) oraz Statistica 10 (Statisitca
Inc. Tulsa, USA). W przypadku zmiennych o rozktadzie normalnym uzyskane wyniki
przedstawiono w postaci $rednich + odchylenie standardowe, natomiast dla zmiennych
o rozkladzie odbiegajagcym od normalnego lub w przypadku analizy wynikéw
w grupach o matej liczebno$ci wyniki przedstawiono w postaci mediany oraz I i III
kwartyla (25 i 75%) lub mediany i przedzialu miedzykwartylowego (warto$¢ kwartyla
I11 - warto$¢ kwartyla I). Do poréwnania miedzy dwoma grupami uzyto testu t-Studenta
(dla zmiennych o rozktadzie normalnym) lub testu U-Mann Whitneya oraz testu
Wilcoxona (pordwnywania wartosci median mi¢dzy badanymi grupami). W przypadku
porownywania wynikOw miedzy wiecej niz dwoma grupami zastosowano
jednoczynnikowa analize wariancji z testem Tukey'a post-hoc (dla zmiennych
spelniajacych kryteria normalno$ci) lub nieparametryczny odpowiednik analizy
wariancji (analiza wariancji Kruskala-Wallisa wraz testem Dunn'a jako testem post-
hoc).

Stezenie hamujace (ICsp) dla alfa-1 antytrypsyny obliczono przy zastosowaniu
modelu regresji nieliniowej, po dopasowaniu wariantu krzywej sigmoidalnej. Do oceny

stopnia korelacji zmiennych zastosowano liniowy wspotczynnik korelacji Pearsona.

Wyniki uzyskane w trakcie eksperymentow z uzyciem cytometru
przeplywowego  analizowano za  pomoca  oprogramowania ~ WinMDI2.9
(www.cyto.purdue.edu), natomiast do analizy ekspresji gendow uzyto oprogramowania

RQ Manager oraz DataAssist 3.0 (Life Technologies, Carlsbad, USA).
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4  Wyniki

4.1 lzolacja, oczyszczanie prawidlowej alfa-1 antytrypsyny oraz

otrzymywanie polimerow alfa-1 antytrypsyny

Ze wzgledu na ograniczenia zastosowanych kolumn materiat do izolacji
podzielono 1 przeprowadzono 3 niezalezne procesy oczyszczania. Lacznie udato si¢
wyizolowa¢ 140 mg alfa-1 antytrypsyny. Ocene¢ czystosci, a nastgpnie polimeryzacji
uzyskanej alfa-1 antytrypsyny przeprowadzono poprzez rozdzial probek na 7,5% zelu
poliakrylamidowym. W przypadku oczyszczanej alfa-1 antytrypsyny zaobserwowano
pojedynczy prazek na wysokosci 50 kDa odpowiadajacy natozonemu wzorcowi
(Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, USA) A1AT. Dla spolimeryzowanej A1AT
(pA1AT) zaobserwowano liczne prazki odpowiadajace mono-,di- oraz polimerom tego
biatka (Ryc. 4.1).

Ryc. 4.1. Rozdzial probek alfa-1 antytrypsyny w 7,5% zelu poliakrylamidowym.
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Na rycinie przedstawiono rozdzial probek alfa-1 antytrypsyny w 7,5% zelu poliakrylamidowym
w warunkach niedenaturujgcych. (1) alfa-1 antytrypsyna wzorcowa (Sigma-Aldrich Chemical Co, St
Louis, USA), (2) alfa-1 antytrypsyna prawidtowa (A1AT, oczyszczana z surowicy metodqg FPLC), (3)
spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna (pA1AT, uzyskana z probki oczyszczanej metodg FPLC).

Poréwnujac aktywno$¢ enzymatyczng oczyszczanej alfa-1 antytrypsyny
zaobserwowano niewielkg réznice w stosunku do wzorcowej A1AT. Wartos¢ ICsg dla

wzorcowej A1AT wyniosta 2,059 mg/ml podczas gdy dla oczyszczanej A1AT
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2,37 mg/ml. Najnizsze stezenie alfa-1 antytrypsyny, dla ktoérego zaobserwowano
hamowanie aktywnosci trypsyny wynosita 0,2 mg/ml w przypadku wzorcowej A1AT
($rednie zahamowanie aktywno$ci trypsyny wyniosto 4,5%), 0,2 mg/ml dla
oczyszczane] A1AT (Sredniec zahamowanie aktywno$ci trypsyny wyniosto 7%) oraz
2 mg/ml dla spolimeryzowanej A1AT ($rednie zahamowanie aktywnosci wyniosto 8%).

Oznaczenia wykonano w 6 powtorzeniach. (Ryc. 4.2).

Ryc. 4.2. Hamowanie aktywnoSci trypsyny przez rézne warianty alfa-1 antytrypsyny.
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Na rycinie przedstawiono krzywq hamowania aktywnosci enzymatycznej —trypsyny przez
alfa-1 antytrypsyne. Kolorem szarym oznaczono wyniki uzyskane dla alfa-1 antytrypsyny wzorcowej
(Sigma-Aldrich Chemical Co, St Louis, USA), kolorem niebieskim oznaczono alfa-1 antytrypsyne
prawidtowa (A1AT oczyszCzana z surowicy metodq FPLC), kolorem zielonym o0znaczono
spolimeryzowang alfa-1 antytrypsyna (pA1AT, uzyskana z probki oczyszczanej metodg FPLC). Uzyskane
wyniki przedstawiono jako Sredniq z 6 niezaleznych eksperymentow.

4.2 Oczyszczanie frakcji immunoglobulin G oraz otrzymywanie

fragmentow F(ab),

W  wyniku prowadzonej preparatyki uzyskano okolo 8 ml roztworu
immunoglobulin G zawierajacych ludzkie przeciwciata anty-PR3 (4,23 g/l) oraz 6 mi
roztworu zawierajacego kontrolne IgG (4 g/l, wyizolowane od zdrowych ochotnikow).
W przypadku otrzymywania fragmentow F(ab); uzyskano okoto 3 ml roztworu
zawierajacego fragmenty F(ab), anty-PR3 (2,2 g/l) oraz 3 ml roztworu zawierajacego
fragmenty F(ab), przeciwciata kontrolnego (2 g/1). Analizujac czysto$¢ uzyskanych
probek zarowno w przypadku roztworow IgG anty-PR3, 1gG kontrolne jak
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1 fragmentéw F(ab), na zelu zaobserwowano jedynie pojedyncze prazek na wysokosci
odpowiednio 100-150 kDa dla frakcji IgG oraz 50 kDa dla fragmentow F(ab),
(Ryc. 4.3).

Ryc. 4.3. Rozdzial oczyszczanych bialek na 7,5% zelu poliakrylamidowym.
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Na rycinie przedstawiono rozdzial probek immunoglobulin G oraz fragmentow F(ab), w 7,5% Zzelu
poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujgcych. (1) frakcja IgG zawierajgca przeciwciata
IgG anty-PR3, (2) frakcja IgG zawierajgca przeciwciata kontrolne, (3) fragmenty F(ab), uzyskane
w wyniku trawienia przeciwcial 1gG anty-PR3, (4) fragmenty F(ab), uzyskane w wyniku trawienie
przeciwcial kontrolnych.

Analize  reaktywnosci  wyizolowanych  przeciwciat IgG  anty-PR3
przeprowadzono metoda immunofluorescencji posredniej. W obrazie mikroskopowych
zaobserwowano charakterystyczny dla przeciwciata anty-PR3 typ $wiecenia CANCA
(Ryc. 4.4).

Ryc. 4.4. Obraz mikroskopowy charakterystyczny dla obecnos$ci przeciwciala cANCA.

Na rycinie pokazano typ swiecenia cANCA zwiqzany z obecnosciqg przeciwcial skierowanych przeciwko
proteinazie-3 (ludzkie granulocyty utrwalone etanolem, zestaw firmy EUROIMMUN AG, metoda
immunofluorescencji posredniej). a) przed izolacjg , b) po izolacji przeciwciaf frakcji I1gG.)
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4.3 Wplyw roznych wariantow alfa-1 antytrypsyny na wigzanie sie

przeciwcial anty-PR3 z proteinaza-3

W trakcie prowadzonych badan, w celu zwigkszenia ekspresji proteinazy-3 na
powierzchni granulocytéw, komorki poddano pre-stymulacji przy uzyciu niewielkiego
stezenia TNF-a. Spowodowato to prawie 5-krotny wzrost ekspresji powierzchniowej
proteinazy-3. Srednia warto§¢ IE+ dla komoérek nie stymulowanych wynosila
2808+1664,5 podczas gdy po stymulacji wzrosta do 12535,67+1330,64
(n=15; Ryc. 4.5).

Ryc. 4.5. Wplyw stymulacji TNF-a na powierzchniowg ekspresje proteinazy-3.
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Na wykresie przedstawiono zmiany powierzchniowej ekspresji proteinazy-3 po wplywem stymulacji
niewielkq dawkq TNF-o (2ng/ml). Uzyskane wyniki pochodzq z 15 niezaleznych eksperymentow
i przedstawione zostaly w formie wartosci IE+ (Srednia + odchylenie standardowe).

Analizujac wplyw alfa-1 antytrypsyny na wigzanie si¢ przeciwciat anty-PR3
z proteinazg-3 zaobserwowano, ze A1AT w sposob zalezny od stezenia jest w stanie
hamowa¢ to wigzanie. Poréwnujac wyniki uzyskane dla prawidlowej (A1AT) oraz
spolimeryzowanej alfa-1 antytrypsyny (pA1AT) stwierdzono, ze zdolno$¢ hamowania
wigzania si¢ przeciwciala przez prawidlowy wariant tego biatka jest prawie 5-krotnie

wyzsza. Wynik uzyskany dla pAIAT w stezeniu 1 mg/ml odpowiadat wynikowi
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uzyskanemu dla AIAT o stezeniu 0,213 mg/ml. Srednie wigzanie mierzone
wskaznikiem ekspresji (IE+), w przypadku obu form biatka zastosowanych w
najwyzszym stezeniu (1 mg/ml) wynosit odpowiednio:253,9£102 dla AIAT oraz
3894,4+1441,2 dla pALAT (n=15; p<0,05, Ryc. 4.6).

Ryc. 4.6. Wplyw réznych wariantéw A1AT na wiazanie si¢ przeciwcial anty-PR3 z proteinaza-3.
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Na wykresie przedstawiono zmiany wigzania sig przeciwciata anty-PR3 z proteinazg-3 pod wplywem pre-
stymulacji komorek z réznymi wariantami alfa-1 antytrypsyny. Kolorem niebieskim oznaczono
prawidlowq alfa-1 antytrypsyne (A1AT), a kolorem zielonym spolimeryzowanqg (pAIAT). Wyniki
przedstawiono jako sredni indeks ekspresji mPR3 = odchylenie standardowe. Uzyskane wyniki pochodzg
z 15 niezaleznych eksperymentow, wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtorzeniach * p<0,05,
# p>0,05.

Dodatkowo sprawdzono czy wystepuje korelacja miedzy powierzchniowsa
ekspresja proteinazy-3 w komodrkach po stymulacji TNF-a (kontrola dodatnia),
a stopniem zahamowania wigzania. Jednak zarowno w przypadku prawidlowej, jak
I spolimeryzowanej alfa-1 antytrypsyny nie zaobserwowano takiej korelacji (ALAT
=0,24; pAl1AT r=0,16, p>0,05). Co ciekawe, zaobserwowano ujemng korelacj¢
pomiedzy stopniem zahamowania wigzania, a wspotczynnikiem aktywacji (obliczonym

jako roznica pomiedzy powierzchniowg ekspresja PR3 w komorkach po stymulacji
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TNF-a, a ekspresja w spoczynkowa - w komodrkach nie stymulowanych). W obu
przypadkach korelacja byta znamienna statystyczne (p<0,05), a wspotczynniki korelacji
wynosity odpowiednio r=-0,59 dla A1AT oraz r=-0,58 dla pA1AT (Ryc. 4.7 oraz
Ryc. 4.8).

Ryc. 4.7. Korelacja pomiedzy zahamowanie wiagzania przeciwcial anty-PR3 z mPR3 przez
prawidlowa alfa-1 antytrypsyne a wskaznikiem aktywacji granulocytow.
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Ryc. 4.8 Korelacja pomiedzy hamowaniem wiazania przeciwcial anty-PR3 z mPR3 przez
spolimeryzowang alfa-1 antytrypsyne a wskazZnikiem aktywacji granulocytéw.
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4.4 Produkcja reaktywnych form tlenu przez granulocyty pod wplywem
stymulacji ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3, fragmentami F(ab),

oraz roznymi wariantami alfa-1 antytrypsyny

Najwicksza warto$¢ fluorescencji (MnFl) dla rodaminy 123, odzwierciedlajaca
produkcje reaktywnych form tlenu zaobserwowano w przypadku stymulacji komorek
przy uzyciu PMA (kontrola dodatnia, MnFIl=732,3+85). Poréwnujgc produkcje
reaktywnych form tlenu przez granulocyty pod wptywem stymulacji przeciwciatami
IgG anty-PR3 oraz 1gG kontrolnym, wybuch tlenowy zaobserwowano jedynie
w przypadku stymulacji przeciwcialami anty-PR3 (MnF1=500,8+32,7). Wyniki
uzyskane dla pozostatych stymulantéw: IgG kontrolne, F(ab), anty-PR3, F(ab),
kontrolne oraz A1AT i pA1AT nie r6znity si¢ od wynikéw uzyskanych dla komorek
niestymulowanych (n=15; Ryc. 4.9).

Ryc. 4.9. Produkcja reaktywnych form tlenu przez granulocyty pod wplywem stymulacji ludzkimi

przeciwcialami IgG anty-PR3, fragmentami F(ab), oraz
réznymi wariantami alfa-1 antytrypsyny.
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Na wykresie przedstawiono produkcje reaktywnych form tlenu przez granulocyty obojetnochionne pod
wplywem  stymulacji  wybranymi czynnikami. Uzyskane wyniki pochodzq z 15 niezaleznych
eksperymentow, wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtorzeniach. * p< 0,05 W stosunku do komorek
stymulowanych TNF-a (kontrola ujemna). Wyniki przedstawiono jako Srednia + odchylenie standardowe.
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Oceniajac produkcje reaktywnych form tlenu przez granulocyty pod wpltywem
stymulacji przeciwciatami IgG anty-PR3 zaobserwowano, ze efekt ten silnie zalezy od
miana uzytych przeciwcial. Najnizsze stezenie IgG, przy ktéorym zaobserwowano
tzw. "wybuch tlenowy" wynosito 10 pg/ml (MnFl=64+11,4). W przypadku
zastosowania najwyzszego st¢zenia przeciwcial 1gG anty-PR3 (200 pg/ml) $rednia
warto$¢ fluorescencji rodaminy 123 wynosita 500,8+32,7 (Ryc. 4.10). Dodatkowo
analizujac produkcjg reaktywnych form tlenu pod wplywem stymulacji ludzkimi
przeciwcialami IgG anty-PR3 zaobserwowano dodatnig korelacje (r=0,54, p<0,05)
pomiedzy poziomem mPR3, a produkcja reaktywnych form tlenu przez granulocyty
(n=15; Ryc. 4.11).

Ryc. 4.10. Wplyw stezenia ludzkich przeciwcial IgG anty-PR3 na produkcje reaktywnych form
tlenu przez granulocyty.

600 -

500 -

400 -

300 -

200 -

Poziom reaktywnych
form tlenu [MnFl]

100 -

0 T T T T T 1
5ug/ml 10 ug/ml 20 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml

Stezenie przeciwciat IgG anty-PR3

Na wykresie przedstawiono wphw stezenia przeciwciat IgG anty-PR3 na produkcje reaktywnych form
tlenu przez granulocyty obojetnochtonne. Uzyskane wyniki pochodzq z 15 niezaleznych eksperymentow,
wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtorzeniach. * p< 0,05 w stosunku do komorek stymulowanych
TNF-a (kontrola ujemna). Wyniki przedstawiono jako Srednia + odchylenie standardowe.
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Ryc.4.11. Korelacja pomiedzy produkcja reaktywnych form tlenu a powierzchniowa ekspresja
proteinazy-3.
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45 Wplyw roznych wariantow alfa-1 antytryspyny na generowanie
reaktywnych form tlenu przez granulocyty stymulowane ludzkimi

przeciwcialami IgG anty-PR3

Oceniajac wplyw alfa-1 antytrypsyny na produkcj¢ reaktywnych form tlenu
przez  granulocyty stymulowane ludzkimi przeciwciatami IgG  anty-PR3
zaobserwowano, ze efekt hamowania wybuchu tlenowego przez A1AT zalezny jest od
jej stezenia. W przypadku zastosowania prawidtlowej A1AT w najnizszym stezeniu
(0,1 mg/ml) zaobserwowano 20% spadek produkcji reaktywnych form tlenu
(dla 0,1 mg/ml A1AT MnFl =396,+27,9; MnFI=500,84+32,7 dla kontroli dodatniej).
Zastosowanie prawidlowej A1AT w najwyzszym stezeniu (1 mg/ml) spowodowato
spadek produkcji reaktywnych form tlenu $rednio do poziomu 9% kontroli dodatniej
(dla 1 mg/ml ALAT MnFI =46,03£9,1). W przypadku zastosowania spolimeryzowane;j
A1AT w stezeniu 1 mg/ml zahamowanie produkcji reaktywnych form tlenu wynosito

srednio 71% (dla 1 mg/ml pA1AT MnFl=44,4+12,4)(n=15; Ryc. 4.12)
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Ryc. 4.12. Wplyw réznych wariantéw alfa-1 antytrypsyny na produkcje reaktywnych form tlenu
przez granulocyty stymulowane ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3.
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Na wykresie pokazano hamowanie przez rézne warianty alfa-1 antytrypsyny produkcji reaktywnych form
tlenu przez granulocyty stymulowane przeciwcialami 1gG anty-PR3. Uzyskane wyniki pochodzg
z 15 niezaleznych eksperymentow, wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtdorzeniach.
Wyniki przedstawiono jako srednia £ odchylenie standardowe. * p<0,05.

Nie zaobserwowano korelacji pomiedzy stopniem zahamowania produkcji
reaktywnych form tlenu przez A1AT a ekspresjag mPR3. Natomiast podobnie, jak
w przypadku oceny wptywu afla-1 antytrypsyny na hamowanie wigzania przeciwciat
anty-PR3 z proteinazg-3, zaobserwowano ujemnag korelacje pomiedzy stopniem
aktywacji komorek, a zahamowaniem przez AI1AT (zarowno prawidlows, jak
i spolimeryzowana) produkcji reaktywnych form tlenu przez granulocyty stymulowane
przeciwciatami IgG anty-PR3 (Ryc. 4.13 oraz Ryc. 4.14; n=15).
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Ryc. 4.13. Korelacja pomiedzy hamowaniem przez prawidlowa alfa-1 antytrypsyne produkcji
reaktywnych form tlenu przez granulocyty stymulowane ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3,
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Ryc. 4.14. Korelacja pomi¢edzy hamowaniem przez spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyne produkcji
reaktywnych form tlenu przez granulocyty stymulowane przeciwcialami IgG anty-PR3,
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4.6 Tworzenie kompleksow miedzy alfa-1 antytrypsyng a elastaza
neutrofilowg (A1AT/NE)

Najwyzsze stezenie kompleksu AI1AT/NE zaobserwowano w nadsaczach
komoérkowych w  przypadku stymulacji  komoérek ludzkimi  przeciwciatami
IgG anty-PR3 w polaczeniu z prawidlowg alfa-1 antytrypsyna (1225,0+£236,7 ng/ml).
W analogicznych warunkach stymulacji z uzyciem spolimeryzowanej A1AT $rednie
stezenie kompleksu A1AT/NE wynosito 164,3£57,8 ng/ml. W przypadku stymulacji
komorek kontrolnymi IgG $rednie stezenie A1AT/NE wynosily odpowiednio
27,5+£5,6 ng/ml w przypadku prawidtowej A1AT oraz 14,3+4,5 dla spolimeryzowanej
alfa-1 antytrypsyny (n=10; Ryc. 4.15).

Ryc. 4.15. Stezenie kompleksu A1AT/NE w nadsaczach komérkowych zebranych po stymulacji

granulocytow.
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Na wykresie przedstawiono Srednie stezenie komplekséw AIAT/NE w nadsqczach komodrkowych
zebranych po stymulacji granulocytéow ludzkimi przeciwciatami IgG anty-PR3, 1gG kontrolnymi oraz
prawidiowq i spolimeryzowanq alfa-1 antytrypsynq. Uzyskane wyniki pochodzg z 10 niezaleznych
eksperymentow, wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtérzeniach. * p<0,05. Wyniki przedstawiono
Jako Srednia + odchylenie standardowe.
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4.7 Aktywacja genéw prozapalnych w granulocytach obojetnochlonnych
pod wplywem stymulacji ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3

oraz fragmentami F(ab),

4.7.1 Stymulacja ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3.

W ramach prowadzonych badania przeanalizowano ekspresje 152 genéw (petna
lista genow zamieszczona zostata w Aneksie). Obecno$¢ mRNA potwierdzono dla 126
gendow (Ryc. 4.16A-E). Porownujac mediany uzyskanych wynikow, znamiennie wyzsza
ekspresj¢c mRNA stwierdzono w przypadku 68 gendow, z czego jedynie dla 13 z nich
warto$¢ ta byta wieksza niz 1 cykl — co odpowiada dwukrotnemu przyrostowi ekspresji
(CACNA1D, CACNB2,VCAM1, PDEAC, PLA2G4C, PLCB4, PTGDR, CCL2, CXCL2,
MMP9, IRAK1, RAC1, RHAO)(Tabela 4.1; n=7).

Tabela 4.1. Znormalizowana ekspresja mRNA wybranych genow po stymulacji granulocytéw
obojetnochtonnych ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3.

Gen mediana I kwartyl 11 kwartyl
CACNA1D 2.4 2.2 2.7
CACNB2 12 8,6 14,8
VCAM1 4.8 3,1 10,5
PDE4C 2,8 2,6 7,05
PLA2G4C 59 2,5 9,4
PLCB4 8,9 6,6 10,5
PTGDR 3,2 2,6 3,6
CCL2 51 4,5 53
CXCL2 58 4,9 7,07
MMP9 2,4 2,3 2,6
IRAK1 4.8 3,8 5,6
RAC1 2,1 2,1 2,3
RHOA 2,1 1,9 2,1

W  przypadku 13 wspomnianych wyzej gendéw poziom ekspresji >2
zaobserwowano u wszystkich badanych, natomiast dla 9 gendéw (ANX5, ITGBI,
PDE4B, PLA2G7, IL13, IL1R1, 1I2RG, CASP1, LTA4H) zwigkszong ilos§¢ mRNA
zaobserwowano jedynie w komorkach pobranych od niektérych dawcow. W przypadku
2 genow (CACNAILC, PLA2G2D) w czesci analizowanych probek zaobserwowano
zwigkszong ekspresje tych gendéw, podczas gdy w pozostalych probkach byla ona

obnizona.

64



Ryc. 4.16A. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genéw.
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym 0Znaczono
ekspresje po stymulacji IgG kontrolnymi, natomiast kolorem czarnym po stymulacji przeciwciatami IgG
anty-PR3. * oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami I1gG anty-
PR3 roznita sig¢ w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05). Kolorem czerwonym oznaczono
geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3 przekroczyta wartosé
2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych). # oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie
stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzq z 7 niezaleznych eksperymentow. W trakcie kazdego
eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwéch zdrowych dawcéw. Wyniki
przedstawiono jako mediang ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S [AU].
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Ryc. 4.16B. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genéw.

Ekspresja mRNA [AU]
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mMRNA badanych genow. Kolorem jasnoszarym 0znaczono
ekspresje po stymulacji IgG kontrolnymi, natomiast kolorem czarnym po stymulacji przeciwciatami IgG
anty-PR3. * oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-
PR3 roznila sie w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05). Kolorem czerwonym oznaczono
geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3 przekroczyta wartosé¢
2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych). # oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie
stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzg z 7 niezaleznych eksperymentow. W trakcie kazdego
eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwdch zdrowych dawcéw. Wyniki
przedstawiono jako mediane ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S [AU].
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Ryc. 4.16C. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genéw.

Ekspresja mRNA [AU]
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym o0znaczono
ekspresje po stymulacji IgG kontrolnymi, natomiast kolorem czarnym po stymulacji przeciwciatami IgG
anty-PR3. * oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-
PR3 roznila sie w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05). Kolorem czerwonym oznaczono
geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3 przekroczyta wartosé¢
2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych). # oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie
stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzg z 7 niezaleznych eksperymentow. W trakcie kazdego
eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwdch zdrowych dawcéw. Wyniki
przedstawiono jako mediane ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S [AU].
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Ryc. 4.16D. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych gendéw.

Ekspresja mRNA [AU]

0,1 1 10
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym oznaczono
ekspresje po stymulacji IgG kontrolnymi, natomiast kolorem czarnym po stymulacji przeciwciatami IgG
anty-PR3. * oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-
PR3 roznila sie w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05). Kolorem czerwonym oznaczono
geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3 przekroczyta wartosé¢
2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych). # oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie
stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzg z 7 niezaleznych eksperymentow. W trakcie kazdego
eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwoch zdrowych dawcow. Wyniki
przedstawiono jako mediane ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S [AU].
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Ryc. 4.16E. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genéw.

Ekspresja mRNA [AU]
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym 0znaczono
ekspresje po stymulacji IgG kontrolnymi, natomiast kolorem czarnym po stymulacji przeciwciatami IgG
anty-PR3. * oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-
PR3 roznila sie w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05). Kolorem czerwonym oznaczono
geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3 przekroczyta wartosé¢
2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych). # oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie
stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzg z 7 niezaleznych eksperymentow. W trakcie kazdego
eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwoch zdrowych dawcow. Wyniki
przedstawiono jako mediang ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S [AU].
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4.7.2 Stymulacja fragmentami F(ab), 1gG anty-PR3

Analogicznie do eksperymentow z uzyciem ludzkich przeciwciat IgG anty-PR3
przeprowadzono badanie wplywu stymulacji fragmentami F(ab), ludzkich IgG
anty-PR3 na ekspresje gendw w komorkach granulocytow obojetnochtonnych.
Przebadano ekspresje 152 genow (Ryc. 4.17A-E; n=8). Obecnos¢ mRNA potwierdzono
dla 124 genéw, z czego dla 29 ekspresja mRNA byta znamiennie wyzsza w stosunku do
komorek niestymulowanych (p<0,05). Poréwnujac wyniki uzyskane dla komorek
stymulowanych fragmentami F(ab).lgG kontrolnych oraz F(ab), 1gG anty-PR3,
zwigkszong ekspresjc mRNA (>2) po stymulacji fragmentami F(ab), IgG anty-PR3
zaobserwowano w przypadku 17 genéw (PLA2G7, PTGDR, PTGERS, IL1R1, IL1IRL1,
RAC1, MAPK1, MAPKS8, NR3C1, DNAJB1, CYSLTR1, HPGD, CD302, F2R, F2RL1,
IER3, RPL41; p<0,05). W przypadku 17 wspomnianych wyzej genow, zmiang poziomu
ekspresji >2 zaobserwowano u wszystkich badanych osob (Tabela 4.2), natomiast dla 3
genow (ADRB1, BDKRB1 oraz CES1) zwigkszong ilos¢ mRNA zaobserwowano
jedynie w komorkach pobranych od niektérych dawcow. W przypadku 2 genow (MC2R
oraz IL13), w czg¢$ci analizowanych probek zaobserwowano zmniejszong ekspresje tych

genow, podczas gdy w pozostatych probkach pozostawata ona bez zmian.

Tabela 4.2. Znormalizowana ekspresja mRNA wybranych genow po stymulacji granulocytéw
obojetnochtonnych ludzkimi fragmentami F(ab), 1gG anty-PR3.

Gen mediana I kwartyl 11 kwartyl
PLA2G7 2.8 2,6 3,0
PTGDR 29 2,6 29
PTGER3 2,9 2,7 3,5

IL1R1 2.8 2,55 3,2
ILIRL1 2.9 2.4 3,2

RAC1 2,6 2,3 3,0
MAPK1 2,5 24 29
MAPKS 22 2,1 2,6
NR3C1 2.4 2,2 2,9
DNAJB1 2,7 2,7 3,0
CYSLTR1 2,6 2.3 3,1

HPGD 2,9 25 35
CD302 3,6 32 4,3
F2R 2,6 23 2,7
F2RL1 29 28 3,0
IER3 2.4 2.2 29
RPLAL 2.1 2,1 2,9
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Ryc. 4.17A . Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genow.

Ekspresja mRNA [AU]
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym 0znaczono
ekspresje po stymulacji kontrolnymi ludzkimi fragmentami F(ab),lgG, natomiast kolorem czarnym po
stymulacji fragmentami F(ab),lgG anty-PR3. * oznaczono geny, ktorych ekspresia w komdrkach
stymulowanych fragmentami F(ab),lgG anty-PR3 réznita sie w stosunku do komorek nie stymulowanych
(p < 0,05). Kolorem czerwonym oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3 przekroczyta wartosé¢ 2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie
stymulowanych). # oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzq
Z 8 niezaleznych eksperymentow. W trakcie kazdego eksperymentu stymulacji poddano granulocyty
wyizolowane od dwoch zdrowych dawcow. Wyniki przedstawiono jako mediane ekspresji mRNA
znormalizowanej wzgledem 18S [AU].
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Ryc. 4.17B. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genéw.

Ekspresja mRNA [AU]
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym 0Znaczono
ekspresje po stymulacji kontrolnymi fragmentami F(ab),lgG, natomiast kolorem czarnym po stymulacji
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3. * oznaczono geny, ktérych ekspresja w komorkach stymulowanych
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3 rdznita sie w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05).
Kolorem czerwonym oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych fragmentami
F(ab),lgG anty-PR3 przekroczyta wartosé¢ 2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych).
# oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzq z 8 niezaleznych
eksperymentow. W trakcie kazdego eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwéoch
zdrowych dawcow. Wyniki przedstawiono jako mediane ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S
[AU].
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Ryc. 4.17C. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genow.

Ekspresja mRNA [AU]
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym 0znaczono
ekspresje po stymulacji kontrolnymi fragmentami F(ab),lgG, natomiast kolorem czarnym po stymulacji
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3. * oznaczono geny, ktérych ekspresja w komorkach stymulowanych
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3 rdznita sie w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05).
Kolorem czerwonym oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych fragmentami
F(ab),lgG anty-PR3 przekroczyfa wartos¢ 2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych).
# oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzq z 8 niezaleznych
eksperymentow. W trakcie kazdego eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwoch
zdrowych dawcow. Wyniki przedstawiono jako mediane ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S

[AU].
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Ryc. 4.17D. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genéw.

Ekspresja mRNA [AU]
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym oznaczono
ekspresje po stymulacji kontrolnymi fragmentami F(ab),lgG, natomiast kolorem czarnym po stymulacji
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3. * oznaczono geny, ktérych ekspresja w komorkach stymulowanych
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3 rdznita sie w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05).
Kolorem czerwonym oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych fragmentami
F(ab),1gG anty-PR3 przekroczyta wartosé¢ 2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych).
# oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzq z 8 niezaleznych
eksperymentow. W trakcie kazdego eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwoch
zdrowych dawcow. Wyniki przedstawiono jako mediane ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S
[AU].
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Ryc. 4.17E. Znormalizowana ekspresja mRNA badanych genow.

Ekspresja mRNA [AU]
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Na wykresie przedstawiono zmiany ekspresji mRNA badanych genéw. Kolorem jasnoszarym 0znaczono
ekspresje po stymulacji kontrolnymi fragmentami F(ab),lgG, natomiast kolorem czarnym po stymulacji
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3. * oznaczono geny, ktérych ekspresja w komorkach stymulowanych
fragmentami F(ab),lgG anty-PR3 rdznita sie w stosunku do komorek nie stymulowanych (p < 0,05).
Kolorem czerwonym oznaczono geny, ktorych ekspresja w komorkach stymulowanych fragmentami
F(ab),1gG anty-PR3 przekroczyta wartosé¢ 2 (p < 0,05 w stosunku do komorek nie stymulowanych).
# oznaczono genu, ktorych ekspresji mRNA nie stwierdzono. Uzyskane wyniki pochodzq z 8 niezaleznych
eksperymentow. W trakcie kazdego eksperymentu stymulacji poddano granulocyty wyizolowane od dwoch
zdrowych dawcow. Wyniki przedstawiono jako mediane ekspresji mRNA znormalizowanej wzgledem 18S
[AU].
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4.8 Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje wybranych genéw
w granulocytach obojetnochlonnych pod wplywem stymulacji ludzkimi

przeciwcialami IgG anty-PR3

W oparciu o wczesniej przeprowadzone eksperymenty z uzyciem macierzy
ekspresji genetycznej, analiz¢ wptywu wybranych form alfa-1 antytrypsyny na
aktywacje gendw w granulocytach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3
przeprowadzono w oparciu o pomiar ekspresji mRNA dla 13 genéw : CCL2, CXCL2,
MMP9, PLA2G4C,PLCB4, PDE4C, CACNA1D, CACNB2, IRAK1, RAC1, RHOA,
VCAM1, PTGDR. Poréwnujac wyniki uzyskane dla komorek stymulowanych ludzkimi
przeciwcialami IgG anty-PR3 (kontrola dodatnia) oraz 1gG kontrolnymi (kontrola
ujemna), zwickszong ekspresje mRNA po stymulacji przeciwciatami przeciwko
proteinazie-3 potwierdzono dla wszystkich 13 wytypowanych genow (p<0,001)
(Ryc. 4.18A-E). Oceniajac wptyw alfa-1 antytrypsyny na ekspresje wybranych genow
w granulocytach po stymulacji przeciwciatami IgG anty-PR3 w przypadku 12 genow
(CCL2, CXCL2, MMP9, PLA2G4C, PDE4C, CACNALD, CACNB2, IRAK1, RACL,
RHOA, VCAM1, PTGDR), pre-stymulacja komorek przy uzyciu prawidlowej A1AT
spowodowata brak wzrostu ekspresji mRNA (w stosunku do komorek stymulowanych
IgG kontrolnymi, p>0,05)(Ryc. 4.18A-E). Dla genu PLCB4, mimo dodatku AL1AT
przed stymulacjg przeciwcialami IgG anty-PR3, zaobserwowano wzrost ekspresji
MRNA (Ryc. 4.18B). Uzyskane wartosci byly wyzsze w porownaniu do wartosci
obserwowanych po stymulacji kontrolnymi IgG (kontrola ujemna, p<0,05), jednak
znacznie nizsze w poréwnaniu do tych po stymulacji przeciwciatami IgG anty-PR3 bez
dodatku ATAT (kontrola dodatnia, p<0,001). Analizujgc wplyw spolimeryzowane;j
alfa-1 antytrypsyny na ekspresje badanych gendéw zaobserwowano, ze pre-stymulacja
komoérek przy uzyciu spolimeryzowanej alfa-1 antytrypsyny obniza aktywacje
wszystkich 13 badanych genow (p<0,01 w poroéwnaniu do kontroli dodatniej).
Poréwnujac wyniki uzyskane dla prawidtowej i spolimeryzowanej alfa-1 antytrypsyny,
brak réznic w ekspresji mRNA stwierdzono w przypadku 5 gendéw (VCAM1, MMP9,
CACNAL1D, RAC1, RHOA) (Ryc. 4.18A,C,D,E; n=10). Ekspresia mRNA dla
7 pozostalych gendw byl znamiennie wyzsza w przypadku pre-stymulacji komorek przy

uzyciu spolimeryzowanej alfa-1 antytrypsyny.
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Ryc. 4.18A Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje wybranych gené6w w komérkach
granulocytéw stymulowanych ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3.
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Na wykresach przedstawiono wplyw roznych form alfa-1 antytrypsyny na ekspresje mRNA wybranych
genow w komorkach granulocytow stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3.Uzyskane wyniki
pochodzg z 10 niezaleznych eksperymentow, wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtorzeniach.
***p<0,001, **p<0,01,# p>0,05. Wyniki przedstawiono jako mediana + przedzial miedzykwartylowy
(Q3-Q1).

IgG anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajgcych przeciwciala skierowane przeciwko
proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcow;
ALAT - prawidlowa alfa-1 antytrypsyna; pALAT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna.
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Ryc. 4.18B. Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje wybranych genéw w komorkach
granulocytéw stymulowanych ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3.
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Na wykresach przedstawiono wplyw réznych form alfa-1 antytrypsyny na ekspresje mRNA wybranych
genéw w komdrkach granulocytow stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3.Uzyskane wyniki
pochodzg z 10 niezaleznych eksperymentow, wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtorzeniach.
***p<0,001, * p<0,05, #p>0,05. Wyniki przedstawiono jako mediana + przedzial miedzykwartylowy
(Q3-Q1).

I9G anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajgcych przeciwciala skierowane przeciwko
proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcow;
ALAT - prawidlowa alfa-1 antytrypsyna; pA1AT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna.
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Ryc. 4.18C. Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje wybranych genéw w komérkach
granulocytéw stymulowanych ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PRS3.
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Na wykresach przedstawiono wplyw roznych form alfa-1 antytrypsyny na ekspresje mRNA wybranych
genow w komorkach granulocytow stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3.Uzyskane wyniki
pochodzg z 10 niezaleznych eksperymentow, wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtorzeniach.
***p<0,001,* p<0,05, # p>0,05. Wyniki przedstawiono jako mediana * przedzial miedzykwartylowy
(Q3-Q1).

IgG anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajgcych przeciwciata skierowane przeciwko
proteinazie-3;1gG kontrolne - fiakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcow,
ALAT - prawidlowa alfa-1 antytrypsyna; pA1AT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna.
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Ryc. 4.18D. Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje wybranych genéw w komérkach
granulocytéw stymulowanych ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3.
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Na wykresach przedstawiono wplyw roznych form alfa-1 antytrypsyny na ekspresje mRNA wybranych
genow w komorkach granulocytow stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3.Uzyskane wyniki
pochodzq z 10 niezaleznych eksperymentéw, wszystkie pomiary wykonano w dwéch powtdrzeniach.
***n<0,001, * p<0,05, # p>0,05. Wyniki przedstawiono jako mediana + przedzial miedzykwartylowy
(Q3-Q1).

IgG anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajqcych przeciwciala skierowane przeciwko
proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcow;
AlAT - prawidlowa alfa-1 antytrypsyna; pA1AT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna.
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Ryc. 4.18E. Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje¢ wybranych genow w komorkach
granulocytéw stymulowanych ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3.
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Na wykresach przedstawiono wplyw roznych form alfa-1 antytrypsyny na ekspresje mRNA wybranych
genow w komorkach granulocytow stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3.Uzyskane wyniki
pochodzq z 10 niezaleznych eksperymentow, wszystkie pomiary wykonano w dwoch powtérzeniach.
**Ep<0,001, ** p<0,01, # p>0,05. Wyniki przedstawiono jako mediana * przedzial miedzykwartylowy
(Q3-Q1).

IgG anty-PR3 - frakcja immunoglobulin G zawierajqcych przeciwciala skierowane przeciwko
proteinazie-3;1gG kontrolne - frakcja immunoglobulin G izolowana od zdrowych dawcéw,
ALAT - prawidlowa alfa-1 antytrypsyna; pA1AT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna.
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5 Dyskusja

5.1 Produkcja reaktywnych form tlenu przez granulocyty pod wplywem

stymulacji przeciwcialami IgG anty-PR3 oraz fragmentami F(ab),

Produkowane przez aktywowane granulocyty reaktywne formy tlenu (ROS) sa
jednym z kluczowych mechanizméw obrony organizmu przed drobnoustrojami. Poza
zakazeniami ten rodzaj aktywnos$ci obserwowany jest takze w wielu innych chorobach,
miedzy innymi o podtozu z autoimmunoagresji [123-125]. Mimo faktu, iz mechanizm
zwigzany z produkcja przez neutrofile ROS wydaje si¢ by¢ dos¢ dobrze poznany, rola
przeciwcial anty-PR3, a dokladniej sposob aktywacji komorek przez te przeciwciala
budzi pewne kontrowersje. Wczesniejsze doniesienia sugeruja, ze czynnikiem
wystarczajacy do pelnej aktywacji komoérek i produkcji ROS przez przeciwciala
CANCA  jest wigzanie si¢ przeciwciata poprzez fragment Fab
z antygenem na powierzchni granulocytéw [126]. Pdzniejsze prace pokazuja jednak, ze
produkcja ROS w granulocytach moze zachodzi¢ jedynie w przypadku aktywacji
komorek przez natywne przeciwciala, a proces ten wymaga zaangazowania zarOwno
fragmentow Fab jak i Fc przeciwciat cANCA [127]. Wyniki uzyskane w trakcie
realizacji omawianej rozprawy doktorskiej zdaja si¢ przemawia¢ za tym drugim
mechanizmem. Produkcje przez granulocyty reaktywnych form tlenu zaobserwowano
jedynie w przypadku wykorzystania do stymulacji catych przeciwciat IgG anty-PR3. Co
wiecej, zaobserwowano, ze efekt ten silnie zalezy od stezenia uzytych przeciwciat.
W przypadku stymulacji granulocytéw fragmentami F(ab), wygenerowanymi poprzez
trawienie pepsyng ludzkich przeciwcial IgG anty-PR3, nie zaobserwowano produkcji
ROS. Potwierdza to wczesniejsze wyniki przedstawione przez grupy kierowane przez
Radforda 1 Williamsa [127], [128]. O ile w literaturze pojawiaja si¢ sprzeczne
informacje na temat udzialu poszczegélnych receptorow FcyR w aktywacji
granulocytow, mechanizm produkcji ROS przez granulocyty wydaje si¢ by¢ gtownie
zwigzane z receptorami FcyRIla. Badania prowadzone przez Reumaux’a i wsp.
wykazaty, ze granulocyty sg w stanie produkowac reaktywne formy tlenu po stymulacji
przeciwcialami anty-PR3 w przypadku zablokowania lub nawet calkowitego braku

receptoréw FcyRIIIb [129].
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5.2 Wplyw wybranych form alfa-1 antytrypsyny na wiazanie si¢
przeciwcial anty-PR3 z proteinaza-3 oraz produkcje reaktywnych form
tlenu przez granulocyty stymulowane ludzki przeciwcialami

1gG anty-PR3

Alfa-1 antytrypsyna jest jednym z glownych inhibitoréw proteaz w organizmie
cztowieka. Mechanizm, w ktorym alfa-1 antytrypsyna hamuje aktywacj¢ granulocytow
przez przeciwciata anty-PR3, nie jest do konca poznany. Badania prowadzone przez
Korkmaza i wsp. wykazaly, ze A1AT jest zdolna usuwaé z powierzchni komorki
proteinaze-3 zwiagzang z CD177 (NB-1) [130]. Jednak brak jest doniesien, czy taki sam
mechanizm dotyczy btonowej PR3 (mPR3). Rooney i wsp. zaobserwowali, ze
prawidlowa A1AT hamuje produkcje reaktywnych form tlenu przez granulocyty
stymulowane przeciwciatami cANCA [97]. Wyniki uzyskane w trakcie realizacji
niniejszej rozprawy doktorskiej potwierdzaja te doniesienia. Zaobserwowano, ze
prawidlowa A1AT moze skutecznie obnizy¢ zardéwno wigzanie si¢ przeciwciat
anty-PR3 z antygenem na powierzchni komorek, jak réwniez zmniejszy¢ produkcje
ROS przez granulocyty stymulowane ludzkimi przeciwciatami IgG anty-PR3.

Zaburzenia zwigzane z niedoborem czy obecnoscig nieprawidlowej formy
A1AT sg wigzane z coraz szerszym krggiem roznych choréb [116], [131-133], w tym
coraz czegsciej z ziarniniakowatoscig z zapaleniem naczyn [115], [134], [135]. Obecno$é
spolimeryzowanej formy AL1AT zaobserwowano migdzy innymi w surowicy pacjentow
z niedoborem AL1AT (fenotypem PI*Z) [134], [136], jak rowniez w poptuczynach
oskrzelikowo-ptucnych i wycinkach tkanki pluca pobranych od pacjentéw z rozedma
[120], [137], [138]. Doniesienia naukowe na temat roli spolimeryzowanej A1AT
w patomechanizmach aktywacji neutrofilow pozostajg jednak sprzeczne. Cz¢s¢ badaczy
uwaza, ze moze ona dziala¢ jako czynnik chemotaktyczny [119], [120], jednak nowsze
prace sugeruja, ze pA1AT takich wtasciwos$ci nie wykazuje. Co wigcej, obserwowane
wczesniej wyniki tgczone sg raczej z zanieczyszczeniem preparatow A1AT uzytych do
stymulacji [86], [121]. Wyniki uzyskane w ramach badan prowadzonych w trakcie
realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej pokazuja, ze pAlAT nie ma wilasciwosci
aktywujacych neutrofile. Zaréwno w przypadku stymulacji granulocytéw prawidtowa,
jak 1 spolimeryzowang formg alfa-1 antytrypsyny nie stwierdzono produkcji

reaktywnych form tlenu. Potwierdza to wcze$niejsze obserwacje przedstawione przez
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Parmara i wsp.[119]. Ponadto zaobserwowano, ze pAlAT jest zdolna czgéciowo
blokowa¢ zaro6wno wigzanie si¢ przeciwciata anty-PR3 z antygenem, jak rowniez
produkcje ROS przez granulocyty stymulowane ludzkimi przeciwciatami
IgG anty-PR3. Wyniki wlasne pozostaja jednak w sprzecznosci z wynikami
wieloosrodkowego badania opisanego przez Morrisa i wsp. [134]. W tej pracy postuluje
si¢, ze pAlAT nie tylko dziala jako czynnik aktywujacy neutrofile, ale takze
zwigkszajacy produkcje reaktywnych form tlenu przez neutrofile stymulowane
przeciwcialami anty-PR3. Rozbieznosci w wynikach pomiedzy doniesieniami Morrisa
I wsp. a opisanymi w niniejszej rozprawie doktorskiej wynikaja najprawdopodobnie;j
z roznic metodologicznych. W przypadku oceny wplywu pA1AT na produkcje ROS
Morris 1 wsp. zaobserwowali, ze produkcja reaktywnych form tlenu przez neutrofile
stymulowane przeciwciatami anty-PR3 w obecnosci pA1AT jest zdecydowanie wyzsza,
niz w przypadku takich samych warunkéw stymulacji jednak z zastosowaniem
prawidlowej A1AT. Zdaniem autoréw $wiadczy to o tym, iz pAlAT wykazuje
wlasciwosci zwigkszajace produkcje ROS przez neutrofile pod wplywem stymulacji
przeciwciatami 1gG anty-PR3. Nie uwzglednili oni jednak, w jakim stopniu uzyskane
w takim eksperymencie wartosci odnosza si¢ do obserwowanych dla komorek
stymulowanych przeciwcialami 1gG anty-PR3 bez obecnosci A1AT. W badaniach
wilasnych wyniki przedstawiono odnoszac je do wartosci obserwowanych
w neutrofilach po stymulacji ludzkimi przeciwciatami IgG anty-PR3 bez obecnosci
A1AT (kontrola dodatnia II). Wydaje si¢ to o tyle istotne, ze jezeli pA1AT faktycznie
ma wlasciwosci stymulujace dodatkowo neutrofile do produkcji ROS, wartosci
uzyskane w takim eksperymencie bylyby co najmniej zblizone albo i wigksze od tych
zaobserwowanych dla komoérek stymulowanych jedynie ludzkimi przeciwciatami
IgG anty-PR3. Oceniajac preaktywacje granulocytow (priming) pod wplywem pA1AT
badacze postuzyli si¢ pomiarem ekspresji selektywny L (CD62L). Pomimo obserwaciji,
ze spadek ekspresji selektywny L (opisany w cytowanej pracy) uznawany jest za
wskaznik aktywacji granulocytow, wydaje si¢ ze podobnie jak w przypadku wigkszo$ci
prac opisujacych patomechanizmy aktywacji neutrofilow w GPA, lepszym wyborem
bylaby ocena ekspres;ji proteinazy-3. W ramach badan prowadzonych podczas realizacji
omawianej rozprawy doktorskiej nie badano wplywu spolimeryzowanej formy ATAT
na ekspresje PR3, jednak eksperymenty polegajace na ocenie wplywu rdéznych
wariantow A1AT na wigzanie si¢ przeciwciala anty-PR3 z antygenem posrednio moga

odpowiedzie¢ na pytanie jak pA1AT wptywa na ekspresje PR3. Zaobserwowano, ze
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preinkubacja neutrofilow z pAIl1AT prowadzi do zmniejszonego tworzenia si¢
kompleksu przeciwcialo anty-PR3/mPR3. Uzyskany efekt nie byl tak silny jak
w przypadku prawidtowej AIAT, jednak gdyby spolimeryzowana forma
alfa-1 antytrypsyny wykazywata wilasciwosci aktywujace komorki, a tym samym
powodujace wzrost ekspresji PR3 na ich powierzchni, wyniki uzyskane dla pA1AT w
eksperymencie wigzania si¢ przeciwciata anty-PR3 z mPR3 bytyby co najmniej
zblizone do tych uzyskanych dla kontroli dodatniej.

Wyniki opisane w omawianej pracy doktorskiej zdajg si¢ sugerowac,
iz wyzsze wartoSci obserwowane w przypadku uzycia do eksperymentow
spolimeryzowanej formy ALAT (w poréwnaniu do wynikow dla prawidtowej A1AT),
zar6wno w tescie wigzania si¢ przeciwciala anty-PR3 z antygenem jak i produkcji przez
granulocyty reaktywnych form tlenu, sg skutkiem utraty przez pA1AT wiasciwosci
antyproteazowych.

Analizujac zwigzek miedzy zahamowaniem przez AlAT wigzania si¢
przeciwcial anty-PR3 z antygenem oraz produkcji reaktywnych form tlenu przez
granulocyty pod wptywem stymulacji przeciwcialami cANCA nie zaobserwowano
korelacji pomiedzy tymi parametrami, a powierzchniowa ekspresja proteinaz-3
(analizujac zarowno spoczynkowa ekspresje PR3 jak i po prestymulacji TNF-a).
Zaobserwowano natomiast do$¢ silng ujemng korelacja pomigdzy zahamowaniem przez
AlAT zaréwno tworzenia komplekséw anty-PR3/mPR3, jak rowniez produkcji ROS
pod wptywem cANCA, a stopniem aktywacji granulocytow (oceniony przyrostem
powierzchniowej ekspresji PR3 wskutek prestymulacji niewielkim stezeniem TNF-a).
Skuteczniejsze zahamowanie przez A1AT wigzania si¢ przeciwcial oraz produkcji ROS
dotyczylo komorek, dla ktorych roznica pomiedzy aktywowana, a spoczynkowa
ekspresja mPR3 byta najwyzsza. Badania prowadzone przez Korkmaza i wsp.
wykazaly, ze A1AT moze wigzaé si¢ jedynie z aktywng postacig proteinazy-3 [139].
W kontek$cie uzyskanych wynikéw wilasnych sugeruje to odmienng aktywnos¢
konstytutywnej formy PR3 i PR3 podlegajacej translokacji z ziarnisto$ci na skutek
aktywacji komorek. Potwierdzeniem tej hipotezy moga by¢ doniesienia stwierdzajace,
1z konstytutywna forma PR3 obecna na powierzchni komorek moze by¢ czasteczka pro-
PR3, ktora niejako "umkneta" pakowaniu do ziarnistosci i moze by¢ nieaktywna [139—
141]. Co wigcej, mimo braku aktywnos$ci enzymatycznej, forma ta nadal moze by¢

rozpoznawana przez przeciwciata anty-PR3 i powodowa¢ aktywacje komorek po ich
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przytaczeniu. Obserwacja ta wydaje si¢ by¢ przynajmniej cze¢sciowo potwierdzona
przez wyniki zamieszczone w niniejszej pracy doktorskiej. Najwyzszy potencjat
hamowania pod wptywem AI1AT produkcji ROS przez neutrofile zaobserwowano
w przypadku komorek, w ktorych mPR3 pochodzita gidwnie z ziarnistosci 1 byta to jej
aktywna forma charakteryzujagca komodrki o wysokim wskazniku aktywacji.
Najwyzszym potencjatem w kierunku produkcji ROS wykazywaty si¢ neutrofile o
najwyzszej ekspresji mPR3 (nie zaobserwowano korelacji pomigdzy stopniem
aktywacji komorek a produkcja ROS). Moglo by to tlumaczyé wyzsza czestosc
zaostrzen oraz ich ci¢zszy przebieg u chorych z GPA, u ktérych zaobserwowano

wyzszg ekspresje konstytutywnej formy proteinazy-3 [142].

5.3 Tworzenie komplekséw miedzy alfa-1 antytrypsyna a elastaza

neutrofilowg (A1AT/NE)

Elastaza neutrofilowa (NE), obok proteinazy-3 oraz katepsyny G, jest jedna
z glownych proteaz produkowanych przez granulocyty. Wydzielana jest przez
neutrofile pod wptywem stymulacji wieloma naturalnymi czynnikami pro-zapalnymi:
TNF-a, LPS, a eksperymentalnie przez PMA i fMLP [143], [144]. Jednak nadal
niewiele wiadomo na temat wplywu przeciwciat cANCA na jej wydzielanie. Badania
prowadzone przez Tanake i wsp. wykazaly, ze sieciowanie receptorow FcyRlla oraz
FcyRIIIb w komoérkach granulocytéw skutkuje uwalnianiem elastazy przez te komorki
[145]. W potaczeniu z wczesniejszymi pracami opisujgcymi udziat tych receptorow
w aktywacji neutrofiléw przez przeciwciala IgG anty-PR3 wydaje si¢ to, sugerowac,
ze proces ten zachodzi gtownie w oparciu o te mechanizmy [6], [31], [32]. Pomimo, iz
glowny celem badan w niniejszej pracy nie byto badanie wptywu przeciwcial cANCA
na wydzialania NE przez neutrofile, uzyskane wyniki posrednio zdaja si¢ potwierdzaé
powyzszy mechanizm. Poréwnujagc S$rednie stezenia kompleksow Al1AT/NE
w nadsaczach komodrkowych, ich wyzsze warto$ci zaobserwowano po stymulacji
ludzkimi przeciwciatami IgG anty-PR3 (W porownaniu z kontrolnymi IgG).
W potaczeniu z faktem, ze w obu przypadkach zastosowano takie samo stezenie
prawidlowej AI1AT posrednio pozwala to na stwierdzenie, ze stymulacja
przeciwcialami IgG anty-PR3 powoduje wydzielanie elastazy przez stymulowane
komorki. Uzyskane wyniki potwierdzaja takze wczes$niejsze obserwacje Haubitza i wsp.

opisujace wyzsze stezenie komplekséw A1AT/NE u pacjentdw z ziarniniakowato$cia
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z zapaleniem naczyn [147]. Poréwnujac wyniki uzyskane dla prawidlowej
i spolimeryzowanej A1AT, wyzsze stezenia kompleksu A1AT/NE zaobserwowano
w przypadku monomerycznej alfa-1 antytrypsny. Badania prowadzone przez Ogushiego
1 wsp. wykazaly, ze w porownaniu do prawidlowej A1AT, nieprawidtowa A1AT
(fenotyp PI*Z) wykazuje znacznie stabszy potencjal hamowania aktywnos$ci elastazy
neutrofilowej [106]. Co wigcej, prace grupy kierowanej przez Korkmaza ujawnity, ze
czynnikiem niezbednym do  utworzenie kompleksu pomigdzy elastaza,
a alfa-1 antytrypsyng jest zachowanie aktywno$ci biologicznej obu z nich [148].
Wydaje si¢ zatem, ze obserwowane w rozprawie doktorskiej nizsze stezenie
kompleksow A1AT/NE w przypadku zastosowania pA1AT wynikaja glownie z utraty
przez polimer biatka wilasciwosci antyproteazowych. Poza obnizong aktywnoscia
antyproteazaowag spolimeryzowanej alfa-1 antytrypsyny, dodatkowym czynnikiem
mogacym sprzyja¢ obnizonemu wigzaniu sie pA1AT z eleastazg neutrofilowg moze by¢
takze sam ksztalt oraz wielko$¢ czasteczki. Efekt polegajacy na wystepowaniu ujemne;j
korelacji pomigdzy wielko$cig czastki inhibitora, a hamowaniem aktywnosci proteazy
zaobserwowano takze w przypadku kilku innych, r6éznigcych si¢ wielko$cig inhibitoréw

elastazy oraz katypsyny G [149].

5.4 Aktywacja genow prozapalnych w granulocytach obojetnochlonnych
pod wplywem stymulacji ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3 oraz

fragmentami F(ab),

Mimo coraz lepszego zrozumienia procesOw zwigzanych z aktywacja
granulocytow przez przeciwciala anty-PR3, nadal nie wiele wiadomo na temat
molekularnych mechanizmoéw tego procesu. Latwos§¢ aktywacji i rozpadu neutrofili
sprawia, ze wiele metod biologii molekularnej stosowanych w badaniach nad szlakami
sygnalizacyjnymi, takich jak np. siRNA, w przypadku granulocytow jest praktycznie
nieprzydatna. Dlatego tez wigkszo$¢ obecnie dostepnych badan dotyczacych aktywacji
neutrofili przez przeciwciata przeciwko proteinazie-3 skupia si¢ raczej na ocenie

produkcji reaktywnych form tlenu, chemotaksji, czy uwalniania cytokin i chemokin.

Obecnie uznawana $ciezka aktywacji neutrofili przez przeciwciata cANCA
zaktada, ze pelna aktywacja komoérek jest mozliwa jedynie poprzez cale, natywne

przeciwciala i wymaga zaré6wno wigzania si¢ fragmentow Fab z antygenem jak
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1 fragmentoéw Fc z receptorami FcyR. Na powierzchni neutrofilow zasadniczo obecne s3
dwa typy receptorow FcyRs: RlIla (CD32) oraz RIIIb (CDI16b). Obecnie dostepne
doniesienia naukowe potwierdzaja udzial obu receptorow w procesie aktywacji
granulocytow przez cANCA [26], [146]. Zgodnie z przyjetym modelem aktywacji,
wigzanie si¢ przeciwcial IgG z receptorem FcyR skutkuje aktywacja kilku szlakow
metabolicznych, takich jak PI3K/Akt, kinazy aktywowane mitogenem (MAPK) czy
szlaki sygnalizacyjne zwiazane z jonami Ca®*. Obserwowany w omawianej pracy
doktorskiej wzrost ekspresji mRNA dla gendéw kodujacych kanaly wapniowe
aktywowane potencjatem przezbtonowym (CACNALD, CACNB2) czy matych biatek G
(RAC1, RHOA) potwierdzaja te zalozenia [150], jak rowniez wigza je z innymi
kluczowymi dla aktywowanych neutrofil procesami. Geny RAC1 oraz RHOA
zidentyfikowane zostaty jako jedne z kluczowych czynnikow aktywowanych podczas
migracji komoérek [151], [152]. Dodatkowo, w potaczeniu ze szlakiem przekazywania
sygnatu zwiazanym z jonami Ca®" czy aktywacja fosfolipazy C (stwierdzono wzrost
ekspresji mRNA dla PLCB4) tacza je z mechanizmem produkcji ROS [150], [153],
[154]. Zaobserwowano takze aktywacje genow IRAK1 oraz CCL2 oraz CXCL2 co
sugeruje udzial $ciezki przekazywania sygnatu zwigzanej z NFkB [150], [155]. Co
wigcej, aktywacja CCL2 oraz CXCL2 moze takze wskazywac na zwigzek neutrofilow

z rekrutacjg innych komoérek uktadu immunologicznego, np. monocytow [156].

Krazace neutrofile uznawane sg za jedno z gtownych zrodet metaloproteinazy 9
(MMP9). Co ciekawe, dotychczas uwazano, ze aktywnos¢ genu dla MMP9 zwigzana
jest raczej z weczesnymi etapami dojrzewania granulocytow, a syntetyzowana w trakcie
roznicowania si¢ komorek metaloproteinaza 9 jest jedynie przechowywana
w ziarnisto$ciach dojrzatych granulocytow [157]. Jednak badania prowadzone przez
Nagaoka i1 wsp. wykazaty, ze w warunkach procesu zapalnego aktywnos$¢ genu MMP9
moze wzrasta¢ powodujac produkcje metaloproteinazy de novo [158]. Obserwowany w
omawianej rozprawie doktorskiej wzrost ekspresji mRNA dla MMP9 w granulocytach

po stymulacji ludzkimi przeciwciatami anty-PR3 wydaje si¢ potwierdzac¢ te obserwacie.

Poza wzrostem ekspresji genéow zwigzanych z aktywacja komorek poprzez
receptory FcyR, zaobserwowano takze wzrost ekspresji mRNA dla genu VCAM-1. Jak
dotad ekspresja naczyniowego czynnika adhezyjnego obserwowana byta jedynie na
powierzchni aktywowanych komorkach $rodbtonka [159]. Poprzez wigzanie si¢

z integrynami obecnymi na powierzchni leukocytow, VCAM-1 moze uczestniczy¢
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zarbwno W procesie toczenia si¢ (tzw. "rolling™) jak i adhezji leukocytow [160].
Zaobserwowany w niniejszej pracy doktorskiej wzrost ekspresji mRNA dla genu
VCAM-1 moze sugerowaé, iz w przypadku aktywacji neutrofili przez przeciwciata
anty-PR3 moze dochodzi¢ do tworzenia agregatow komorkowych sktadajacych sig
z granulocytow. Co wiegcej, obecnos¢ mRNA dla VCAM-1 w przypadku komorek
pobranych od wigkszosci dawcow stwierdzono dopiero po stymulacji neutrofili
przeciwciatami anty-PR3. Wydaje si¢ zatem, ze zjawisko to jest swoiste dla aktywacji

granulocytow przez przeciwciala anty-PR3.

Oceniajac procesy zwigzane z aktywacja granulocytdow przez przeciwciata
cANCA, ostatnimi czasy coraz wiecej uwagi poswigca si¢ takze mechanizmom
przekazywania sygnalu zwigzanymi z samg proteinazg-3. Co ciekawe, PR3 jest
biatkiem nie majacym domeny transblonowej [161]. Wydaje si¢ zatem, Ze proces
aktywacji neutrofilow 1 przekazywania sygnalu zwigzany z tworzeniem kompleksu
pomigdzy PR3 a fragmentem F(ab), przeciwciala cANCA wymaga udziatu innych
biatek sygnatowych. Badanie prowadzone przez Davida i wsp. wykazaly, ze PR3
wspotwystepuje na powierzchni neutrofilow razem z kompleksem CD11b/CDI18,
sugerujac udzial tego kompleksu w kaskadzie sygnatowej aktywowanej przez PR3
[162]. Ostatnio coraz wigcej uwagi poswigca si¢ takze CD177 (NB-1) jako
potencjalnemu receptorowi dla PR3 wydzielanej przez aktywowane neutrofile [163].
Jednak fakt, ze aktywacja neutrofili przez przeciwciala cANCA moze zachodzi¢ takze
w przypadku komorek o matej powierzchniowej ekspresji CD177 wskazuje, ze czastka
ta nie jest jedynym biatkiem zwigzanym z aktywacja kaskady sygnalowej dla PR3
[164].

Wigkszo$¢ obecnie dostepnych doniesien naukowych, probujacych ocenia¢ role
fragmentow F(ab), w aktywacji neutrofiléw przez cANCA, skupia si¢ raczej na
badaniach wptywu fragmentéw F(ab); na znane szlaki sygnalizacyjne, zwigzane
z aktywacja granulocytow przez natywne cANCA, bez poszukiwania nowych $ciezek
sygnatowych [127], [165], [166]. Probg szerszego spojrzenia na to zagadnienie sg
badania Yanga i wsp. [167]. W swojej pracy badacze zaobserwowali, ze pod wplywem
stymulacji fragmentami F(ab), przeciwciat anty-PR3 dochodzi w komoérkach migdzy
innymi do aktywacji genéw IL-8 oraz IER3 (DIF-2). Wyniki badan uzyskane w trakcie
realizacji omawianej pracy doktorskiej zdajg si¢ czesciowo to potwierdza¢. Stymulacja

granulocytow przy pomocy fragmentow F(ab), powodowala aktywacje IER3, nie
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zaobserwowano natomiast wzrostu ekspresji 1L-8. Jednak ze wzgledu na roznice
w metodyce (uzycie w eksperymentach catej populacji leukocytéw oraz inny czas
stymulacji) uzyskane wyniki trudno poréwnac¢ z wynikami opisywanymi w niniejszej

rozprawie doktorskiej.

Ciekawym wynikiem pracy wiasnej okazata si¢ takze zwigkszona ekspresja
genow dla receptorow aktywowanych proteazami PAR-1 i PAR-2 (F2R, F2RL1).
Receptory te zaliczane sg do receptoréw sprzezonych z biatkiem G. Mechanizm
transdukcji ich sygnalu prowadzi do uruchomienia mi¢dzy innymi szlaku PI3K/Akt, czy
tez sygnalizacji zwigzanej z jonami wapnia. [150], [168], [169]. Prace prowadzone
przez Asokonathana i wsp. pokazaly, ze aktywacja receptorow PAR powoduje
uwalnianiem przez komorki nabtonka ptuc IL-6, IL-8 oraz prostaglandyny E2 [170].
Ponadto ostatnie doniesienia sugeruja, ze zardwno elastaza jak i proteinaza-3, poprzez
receptory PAR moga wplywaé na aktywno$¢ granulocytow [171]. Moglo by to
sugerowaé, ze w skutek aktywno$ci enzymatycznej PR3 zachodzi parakrynne lub
autokrynne oddziatywanie na komorki ukladu odpornosciowego. Badania
przeprowadzone przez St-Onge i wsp. pokazuja, ze ekspresja receptorow PAR
regulowana jest migdzy innymi przez receptory FcyR [172]. Jest ona jednak silnie
zalezna od czasu stymulacji. Wzrost powierzchniowej ekspresji receptorow
obserwowano do okoto 60 minuty po stymulacji. Po tym czasie ekspresja zaczynata
spada¢. Wydaje si¢, ze zjawisko to moze tlumaczy¢ opisany w niniejszej rozprawie
doktorskiej brak wzrostu ekspresji mRNA dla F2R i F2RL1 po stymulacji catymi
przeciwcialami IgG anty-PR3.

Oceniajac profil gendéw aktywowanych w neutrofilach pod wplywem
fragmentéw F(ab), przeciwcial cANCA zauwazy¢ mozna, iz jednymi z gltownych
szlakow aktywowanych w komorkach jest szlak zwigzany z przekazywaniem sygnatu
przez metabolity kwasu arachidonowego (PTGDR, PTGER3, HPGD, CYSLTRI1,
PLA2G7). Szczegodlna role kaskady kwasu arachidonowego, oraz niejako uwrazliwiania
neutrofili na mediatory eikozanoidowe moze podkresla¢ fakt, iz gen receptora dla
prostaglandyny D2 aktywowany jest w komoérkach zaréwno po stymulacji natywnymi
przeciwcialami anty-PR3 jak rowniez ich fragmentami F(ab),. Co wigcej badania
prowadzone przez Ishiiego 1 wsp. wykazaly, ze w okreslonych warunkach PTGDR jest

waznym czynnikiem regulujgcym migracje neutrofili [173].
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Wzrost ekspresji w granulocytach stymulowanych fragmentami F(ab), mRNA
dla ILR1, IL2L1, MAPK1, MAPKS8 oraz RAC1 wskazuje, iz podobnie jak
w przypadku stymulacji catymi przeciwcialami IgG anty-PR3 w komorkach dochodzi
do aktywacji szlaku sygnatowego Nf-kB zwigzanego z odpowiedzig komoérek na
stymulacje IL-1 [150]. Z kolei aktywacja genu CD302 moze sugerowac takze

zaangazowanie w adhezje neutrofilow receptorow lektynowych [174].

Co ciekawe porownujac mechanizmy aktywacji neutrofilow pod wptywem
przeciwcial IgG anty-PR3 oraz ich fragmentow F(ab), mozna zauwazy¢ pewng
prawidlowos¢. W obu przypadkach profil genéw aktywowanych pod wplywem
stymulacji wydaje si¢ wskazywa¢ na zaangazowanie tych samych szlakow
sygnalizacyjnych (metabolizm kwasu arachidonowego, produkcja cytokin, mechanizmy
zwigzane z przekazywanie sygnatu angazujace jony Ca?* szlak NF-xB). Jednak o ile
w przypadku stymulacji catymi przeciwciatami IgG anty-PR3 zaobserwowano niejako
bezposredni wptyw na aktywacje wymienionych procesow (wzrost ekspresji MRNA dla
chemokin oraz enzymow: CCL2, CXCL2, MMP9 , kanatow wapniowych: CACN2B,
CACNALID czy metabolizmu eikozanoidow: PTGDR, PLA2G4C) o tyle
w przypadku stymulacji komorek fragmentami F(ab), aktywacja wspomnianych
procesOw ma charakter raczej posredni i1 zwigzana jest glownie z mechanizmami
przekazywania sygnalu w komoérce zwigzanych z aktywacja bialek G. Wydaje si¢ to
sugerowaé, ze aktywacja kaskady sygnalowej za posrednictwem proteinazy-3 jest
warunkiem koniecznym, jednak nie wystarczajagcym do pelnego zainicjowania
pobudzenia granulocytow. Jednak ze wzgledu na brak w niniejszej rozprawie
doktorskiej eksperymentow okreslajacych dynamike aktywacji poszczegolnych kaskad

sygnatowych, jest to jedynie hipoteza, ktora z cala pewnoscig wymaga dalszych badan.

5.5 Wplyw alfa-1 antytrypsyny na aktywacje¢ wybranych genow
w granulocytach obojetnochlonnych pod wplywem stymulacji ludzkimi

przeciwcialami IgG anty-PR3

Obecnie niewiele wiadomo na temat wptywu réznych form alfa-1 antytrypsyna
na aktywacje szlakow sygnalowych w neutrofilach aktywowanych przeciwciatami

CANCA. Badania prowadzone przez Rooney'a i wsp. wykazaty, ze alfa-1 antytrypsyna
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nie wplywa na aktywacj¢ neutrofili przez cANCA poprzez ich oddziatywanie
z receptorami FcyR [97]. Z drugiej jednak strony zaobserwowano, ze AIAT
wspotwystepuje na powierzchni komorki w obrebie tzw. tratw lipidowych razem
z receptorami FcRIIIb [86], [175]. Co wiecej Bergin i wsp. zaobserwowali, iz w
przypadku chorych na niedobér A1AT, suplementacja alfa-1 antytrypsyny skutkuje
przywroceniem  poziomu powierzchniowej ekspresji  FcRIIIb do  warto$ci
obserwowanych u 0sob zdrowych [86]. Oba te doniesienie moga sugerowac, ze A1AT
moze jednak wptywaé na aktywacje granulocytow przez przeciwciata anty-PR3 nie

tylko poprzez wigzanie si¢ z PR3, ale takze poprzez modulacje¢ receptoréw FcyR.

W przypadku analizowanych w niniejszej pracy gendéw, dla 12 z nich (CCL2,
CXCL2, MMP9, PLA2G4C, PDE4C, CACNALD, CACNB2, IRAK1, RAC1, RHOA,
VCAM1, PTGDR) preinkubacja komoérek z prawidtowg alfa-1 antytrypsyna
spowodowata spadek ekspresji tych genéw do poziomu obserwowanego w komorkach
stymulowanych przeciwciatami kontrolnymi. Zdaje si¢ to sugerowac, ze zablokowanie
przez ALAT proteinazy-3 na powierzchni granulocytow, lub usuniecie z powierzchni
komorki kompleksu A1AT/PR3 jest czynnikiem wystarczajagcym do zahamowania
szlakow sygnalizacyjnych aktywowanych przez cANCA w testowanym modelu.
Jedynie w przypadku PLCB4, pomimo zastosowania ALAT, po stymulacji
przeciwciatami 1gG anty-PR3 zaobserwowano wzrost ekspresji mRNA. Wynik ten
jednak zwigzany jest raczej z mata liczebnoSci analizowanej proby oraz duza
zmiennosci wynikow ekspresji mRNA dla PLCB4 wuzyskanych dla komorek

izolowanych od poszczegélnych dawcow.

Oceniajac  wptyw spolimeryzowanej formy AIlAT na ekspresje genow
w neutrofilach stymulowanych ludzki przeciwciatami IgG anty-PR3 uzyskane wyniki,
podobnie jak w przypadku wigzania si¢ przeciwciat cCANCA z mPR3 czy produkcja
ROS przez granulocyty, wskazuja, ze zaobserwowana wyzsza ekspresja genow jest
jedynie wynikiem utraty aktywnos$ci antyproteazowej przez pAl1AT i niemozno$ci
wigzania si¢ z przez te forme¢ bialka z proteinaza-3 w stopniu pozwalajacym na

zablokowanie aktywacji komorek.
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6 Whnioski

e Pelna aktywacja granulocytéw pod wplywem przeciwcial anty-PR3 mozliwa
jest jedynie w przypadku stymulacji komorek calymi przeciwciatami

IgG anty-PR3 1 wymaga udziatu zarowno fragmentu Fab jak 1 Fc przeciwciata.

e Skutkiem aktywacji neutrofili przez przeciwciata IgG anty-PR3 jest nasilona
ekspresja genetyczna, wskazujaca na aktywacje szlaku kinaz biatkowych, oraz
sygnalizacji jonami wapnia. Wyniki pracy wskazuja rowniez na dotychczas nie
opisywane zwickszenie poziomu ekspresji genéw szlaku eikozanoidoéw

i niektorych chemokin (MCP-1).

e Prawidlowa alfa-1 antytrypsyna jest w stanie skutecznie hamowaé zaréwno
ekspresje genéw prozapalnych, jak i produkcje reaktywnych form tlenu przez

granulocyty stymulowane ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3

e Stabe zdolnosci hamowania przez spolimeryzowang alfa-1 antytrypsyneg,
wigzania si¢ przeciwcial anty-PR3 z proteinaza-3, aktywacji gendéw
prozaplanych jak i produkcji reaktywnych form tlenu przez granulocyty
stymulowane przeciwcialami IgG anty-PR3 zwigzana jest najprawdopodobniej

z utratg przez t¢ forme biatka whasciwos$ci antyproteazowych.

e Stopien zahamowania przez alfa-1 antytrypsyn¢ zaréwno tworzenia
komplekséw przeciwciato anty-PR3/mPR3, jak réwniez produkcji ROS przez
granulocyty stymulowane przeciwcialami IgG anty-PR3 jest
najprawdopodobniej zwigzany z aktywnos$cig enzymatyczng proteinazy-3

obecnej na powierzchni komorki
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7 Streszczenie
Wstep

Ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn (Granulomatosis with polyangiitis -
GPA) to pierwotne martwicze zapalenie naczyn krwiono$nych charakteryzujace sie
wystepowaniem u chorych autoprzeciwcial skierowanych przeciwko cytoplazmie
neutrofiléw (anti-neutrophil cytoplasmatic antibodies — ANCA). Jednymi z komorek
odgrywajacymi kluczowg role w patogenezie GPA sg granulocyty obojg¢tnochtonne.
Skutkiem aktywacji neutrofilow jest ich degranulacja, uwalnianie reaktywnych form
tlenu 1 wydzielanie substancji dziatajacych chemotaktycznie. Powoduje to uszkodzenie
naczynia i wytworzenia ziarniny. Obecnie niewiele wiadomo na temat molekularnych
mechanizmow aktywacji neutrofilow przez przeciwciata anty-PR3. Jedna z koncepcji
mowi, iz aktywacja zachodzi pod wptywem wigzania si¢ fragmentéw F(ab), przeciwciat
anty-PR3 z antygenem na powierzchni neutrofila. Jednakze, coraz czg¢$ciej przyjmuje

si¢, iz udzial w aktywacji neutrofilow biorg takze fragmenty Fc przeciwciat anty-PR3.

Aktywnos¢ proteinazy-3 (PR3), gtdéwnego antygenu dla ANCA hamowana jest
przez alfa-l-antytrypsyne (A1AT). Przyjmuje sie, ze alfa-1 antytrypsyna niejako
optaszcza PR3 obecng na powierzchni komorek, uniemozliwiajac przeciwciatlom
CANCA zwiazanie si¢. Istotny wptyw tego bialka na patomechanizm GPA zdaja si¢
potwierdza¢ obserwacje kliniczne mowiace, 1z u pacjentOw z niedoborowym wariantem
genu dla alfa-1 antytrypsyny (skutkujagcego obnizonym osoczowym st¢zenie oraz
nieprawidlowa budowa tego biatka) przebieg choroby jest duzo cigzszy.
Nieprawidlowo$¢ ta nie wynika jednak tylko z obnizonego stezenia czy zuzycia A1AT,
bowiem antyproteaza ta nalezy do biatek ostrej fazy zapalenia, ktorych poziom moze

zwigkszy¢ sie kilkukrotnie w trakcie procesu zapalnego.

Celem badan byto odtworzenie in vitro molekularnych mechanizméw aktywacji
neutrofiléw pod wptywem przeciwciat CANCA (anty-PR3), a takze proba modulacji tej
reakcji pod wptywem roéznych wariantow antytrypsyny.

Metody

o Izolacja komoérek do badan — ludzkie granulocyty obojetnochtonne wyizolowano
z krwi pelnej pobranej od zdrowych dawcow z zastosowaniem sedymentacji

w roztworze dekstranu oraz wirowania w gradiencie gestoSci.
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Model in vitro stymulacji granulocytow - w celu odtworzenie warunkow stanu
zapalnego in vitro neutrofile poddane zostaly wstgpnie dziataniu niewielkiego
stezenia TNF-o, a nast¢gpnie stymulacji przeciwciatami kontrolnymi oraz
IgG anty-PR3 (w tym takze tylko fragmentami F(ab)y;) w obecnosci réznych
wariantow alfa-1 antytrypsyny (prawidtowej oraz spolimeryzowanej). Prawidtowa
alfa-1 antytrypsyna uzyskano poprzez oczyszczanie tego biatka z surowicy
zdrowych dawcow metodg FPLC. Spolimeryzowang forme¢ A1AT otrzymano
dzigki ogrzewaniu monomerycznej formy biatka w temperaturze 60°C przez 6h.
IgG kontrolne oraz IgG anty-PR3 wyizolowano metoda chromatografii
powinowactwa odpowiednio z surowicy pobranej od zdrowych dawcow oraz od
pacjentow z zdiagnozowanym GPA. Fragmenty F(ab), uzyskano poddajac
wyizolowane kontrolne 1gG oraz 1gG anty-PR3 trawieniu pepsyna.

Ocena ekspresji genéw odpowiedzi zapalnej w granulocytach wykonana zostata
z wykorzystaniem macierze ekspresji genetycznej dla gendéw zapalenia (TLDA
Human Inflammatory Panel). Wplyw alfa-1 antytrypsyny na ekspresje wybranych
gendw w granulocytach oceniono metoda amplifikacji PCR w czasie rzeczywistym
(Real-time PCR).

Ocene wptywu wybranych form alfa-1 antytrypsyny na wigzanie si¢ przeciwcial
anty-PR3 z antygenem oraz produkcji reaktywnych form tlenu przez stymulowane
granulocyty przeprowadzono z uzyciem cytometru przeptywowego. Natomiast
tworzenie sie komplekséw pomigdzy alfa-1 antytrypsyna a elastazg neutrofilowg
w nadsaczach komoérkowych stymulowanych granulocytéw oceniono metoda

ELISA.

Wyniki

Badania prowadzone w ramach realizowanej rozprawy doktorskiej wykazaty, iz

pod wptywem przeciwcial anty-PR3 w neutrofilach dochodzi do produkcji reaktywnych

form tlenu oraz aktywacji szeregu genow. Obecno$¢ mRNA potwierdzono dla 126 ze

152 badanych gendéw. Porownujac mediany uzyskanych wynikdéw, znamiennie wyzsza

ekspresje mRNA stwierdzono w przypadku 68 gendéw, z czego jedynie dla 13 z nich
warto$¢ przyrostu ekspresji wynosita >2 (CACNA1D, CACNB2,VCAM1, PDEA4C,
PLA2GA4C, PLCB4, PTGDR, CCL2, CXCL2, MMP9, IRAK1, RAC1, RHAO). Z kolei

w przypadku zastosowania do stymulacji granulocytow fragmentéw F(ab), przeciwciat
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cANCA nie zaobserwowano produkcji ROS. Poréwnujac wyniki uzyskane dla komoérek
stymulowanych fragmentami F(ab), 1gG kontrolnych oraz F(ab), IgG anty-PR3,
zwigkszong ekspresj¢ mRNA (>2) po stymulacji fragmentami F(ab), IgG anty-PR3
zaobserwowano w przypadku 17 genow (PLA2G7, PTGDR, PTGERS, IL1R1, IL1RL1,
RAC1, MAPK1, MAPKS8, NR3C1, DNAJB1, CYSLTR1, HPGD, CD302, F2R, F2RL1,
IER3, RPL41; p<0,05).

Oceniajac wptyw A1AT na aktywacje granulocytow przez przeciwciata cANCA
zaobserwowano, ze alfa-1 antytrypsyna w sposob istotny hamuje wigzanie si¢
przeciwcial anty-PR3 z antygenem obecnym na powierzchni neutrofiléw, zmniejsza
wybuch  tlenowy  tych  komoérek  oraz  hamuje  aktywacje  genow
w granulocytach stymulowanych przeciwciatami IgG anty-PR3. Jednak znaczacy efekt
zaobserwowano jedynie w przypadku prawidtowej AIAT. Nieprawidlowa
(spolimeryzowana) alfa-1 antytrypsyna — stosowanej nawet w o wiele wyzszych
dawkach - nie dziatala juz tak skutecznie. Ponadto zaobserwowano, ze prawidlowa
A1AT zdecydowanie latwiej tworzy kompleksy z elastaza neutrofilowa uwalniang

z aktywowanych granulocytow.
Whioski

e Pelna aktywacja granulocytow pod wplywem przeciwcial anty-PR3 mozliwa
jest jedynie w przypadku stymulacji komorek calymi przeciwciatami
IgG anty-PR3 i wymaga udziatu zaréwno fragmentu Fab jak i Fc przeciwciala.

e Skutkiem aktywacji neutrofili przez przeciwciata IgG anty-PR3 jest nasilona
ekspresja genetyczna, wskazujgca na aktywacje szlaku kinaz biatkowych, oraz
sygnalizacji jonami wapnia. Wyniki pracy wskazuja rowniez na dotychczas nie
opisywane zwigkszenie poziomu ekspresji gendw szlaku eikozanoidow
niektorych chemokin.

e Prawidlowa alfa-1 antytrypsyna jest w stanie skutecznie hamowa¢ zaréwno
ekspresje gendow prozapalnych, jak i produkcje reaktywnych form tlenu przez
granulocyty stymulowane ludzkimi przeciwcialami IgG anty-PR3.

e Stabe zdolno$ci hamowania przez spolimeryzowang alfa-1 antytrypsyne,
wigzania si¢ przeciwcial anty-PR3 z proteinazg-3, aktywacji gendéw

prozaplanych jak i produkcji reaktywnych form tlenu przez granulocyty
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stymulowane przeciwcialami IgG anty-PR3 zwigzana jest najprawdopodobnigj
z utratg przez t¢ forme biatka wlasciwos$ci antyproteazowych.

Stopien zahamowania przez alfa-1 antytrypsyn¢ zardwno tworzenia
kompleksow przeciwcialo anty-PR3/mPR3 jak roéwniez produkcji ROS przez
granulocyty stymulowane przeciwcialami IgG anty-PR3 jest
najprawdopodobniej zwigzany z aktywnoscig enzymatyczng proteinazy-3

obecnej na powierzchni komorki.
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8 Summary

Introduction

Granulomatosis with polyangiitis (GPA) is an infrequent, autoimmune disease
with still unknown etiology. One of the symptoms characteristic for GPA is a serum
presence of antineutrophil cytoplasmic antibody with specificity for proteinase-3
(CANCA). The traditional paradigm of ANCA-associated vasculitis assumes neutrophil
activation by cANCA, which requires direct recognition of proteinase-3 (PR3) via Fab
region of the antibody and interaction of the Fc part of the antibody with FcyRs on
neutrophil surface. This causes neutrophil activation, degranulation, generation of
reactive oxygen intermediates and finally trans-migration through the endothelial cell
layer. These processes can be regulated be alpha-1 antitrypsin (ALAT). By inhibition of
PR3/cCANCA complex formation AL1AT can prevent CANCA mediated neutrophil
activation. Moreover, participation of A1AT in pathomechanisms of GPA can be
confirmed by observation that patients with GPA and A1AT deficiency have worse
course of the disease than patients with normal serum level of ALAT. However, the
level of this protein probably is not the main reason of this phenomenon. A1AT is an

acute phase protein and it's level can be highly elevated during inflammation.

The aim of this study was to analyze molecular mechanisms of cANCA
mediated neutrophil activation and evaluation how different types of A1AT can affect
these processes.

Materials and methods

e Cells isolation - granulocytes were purified from the blood of healthy volunteers by
dextran sedimentation fallowed by density gradient centrifugation.

e In vitro models of cells stimulation - To investigate role of Fab and Fc fragments of
IgG anti-Pr3 in granulocytes activation cells were stimulated with native antibodies
and F(ab), fragments of anti-Pr3 IgG. To evaluate influence of different forms of
A1AT on anti-PR3 mediated neutrophil activation granulocytes were stimulated
with IgG anti-PR3 antibodies in presence of native and polymerized A1AT.

e Gene expression profile analyses in granulocytes stimulated with 1gG anti-PR3
antibodies and F(ab), fragments were performed with the use of TagMan low
density arrays and influence of different forms of ALAT on this process was
analyzed by real-time PCR .
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e Evaluation of influence of A1AT on IgG anti-PR3 antibodies/mPR3 interaction
and production of reactive oxygen species by CANCA activated granulocytes was
performed by flow cytometry.

e Determination of NE/ALAT complexes was performed with ELISA.

Results

Reactive oxygen species (ROS) generation was observed only in granulocytes
stimulated with native IgG anti-PR3 antibodies. Analysis of neutrophils’ gene
expression profile showed detectable levels of mMRNA expressed by 126 out of 152
genes. In cells stimulated with native 1gG anti-PR3 up-regulation in mRNA expression
was observed only in 13 genes (CACNA1D, CACNB2,VCAM1, PDE4C, PLA2GAC,
PLCB4, PTGDR, CCL2, CXCL2, MMP9, IRAK1, RAC1, RHA; p<0,05) and in case of
granulocytes stimulated with F(ab), fragments of IgG anti-PR3 antibody up-regulation
of 17 genes was observed (PLA2G7, PTGDR, PTGER3, IL1R1, IL1RL1, RAC1,
MAPK1, MAPKS8, NR3C1, DNAJB1, CYSLTR1, HPGD, CD302, F2R, F2RL1, IERS,
RPL41; p<0,05). Experiments with alpha-1 antitrypsin showed that the native form of
this protein can inhibit PR3/cANCA complex formation, as well as CANCA mediated
neutrophil genes activation and ROS production. Furthermore, higher concentration of
NE/ALAT complexes was observed in supernatants from cells prestimulated with native

alpha-1 antitrypsin .

Conclusions

e Full cANCA mediated neutrophil activation is possible only with use of native
anti-PR3 antibody and requires both Fab and Fc fragments of antibody.

e CANCA mediated activation of neutrophils involves several pathways like
calcium signaling or MAPK signaling systems, but also enrolls others, like
chemkin and prostaglandin metabolism.

e Native alpha-1 antitrypsin can inhibit PR3/anti-PR3 interaction and genes
activation/ROS production in cCANCA stimulated granulocytes.

e Poor inhibition properties of polymerized ALAT are probably caused by loss of
antiprotease activity by polymerized form of protein.Inhibition of cANCA
mediated neutrophil activation by alpha-1 antitrypsin is connected with

enzymatic activity of plasma expressed proteinase-3.
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10 Aneks

10.1 Spis odczynnikow

40 % roztwor akrylamidu/biskarylamidu - SIGMA-ALDRICH, USA
Alfa-1 antytrypsyna - SIGMA-ALDRICH, USA

Bis-Tris - CBH19NOS5 - SIGMA-ALDRICH, USA

Chlorek sodu - NaCl - POCH, POLSKA

Chlorowodorek benzoilo-D,Largininy p-nitroanilidu - C19H22N604 - HCI -
SIGMA-ALDRICH, USA

Coomassie® Blekit brylantowy R - C45H44N3NaO7S2 - SIGMA-ALDRICH, USA
Dihydrorodamina 123 -C21H18N203 -- SIGMA-ALDRICH, USA

DMSO - (CH3)2S0 - SIGMA-ALDRICH, USA

Glicyna - NH2CH2COOH - SIGMA-ALDRICH, USA

N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina -(CH3)2NCH2CH2N(CH3)2 - SIGMA-
ALDRICH, USA

Nadsiarczan amonu - (NH4)25208 - SIGMA-ALDRICH, USA

Siarczan amonu - (NH4)2S04 - SIGMA-ALDRICH, USA

Siarczan dodecylu sodu - CH3(CH2)110S0O3Na - SIGMA-ALDRICH, USA
Wodorofosforan disodu - Na2HPO4 - POCH, POLSKA

Tris base - NH2C(CH20OH)3 - SIGMA-ALDRICH, USA

Tris HCI - NH2C(CH20H)3 - NH2C(CH20H)3 SIGMA-ALDRICH, USA
Trypsyna - SIGMA-ALDRICH, USA

Sodu fosforan jednozasadowy - NaH2PO4 -H20 - POCH, POLSKA
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10.2 Wykaz stosowanych skrotow

AlAT - prawidtowa alfa-1 antytrypsyna

CANCA - przeciwciata przeciwko cytoplazmie neutrofiow, typ swiecenia C
( przeciwciala przeciwko proteinazie-3)

CPR3 - proteinaza-3 powstatem na skutek translacji niekodujacej nici DNA genu
proteinazy-3

DHR -dihydrorodamin

ERK - kinaza regulowana zewnatrzkomorkowo
Fab - fragment Fab przeciwciata

Fc - fragment Fc przeciwciala

FcyRs - receptory dla fragmentdéw Fc przeciwciat
fMLP - N-formylometionina leucylo-fenyloalanina
G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
GPA - ziarniniakowatos$¢ z zapaleniem naczyn
IL-1B- interleukina 1P

IL-8 - interleukina 8

LFA-1 - integryna LFA-1

MAC-1- integryna alfa M beta2

MAPK - kinaza aktywowana mitogenem

MCP-1- czynnik chemotaktyczny-1 monocytow
MMP-9 - metaloproteinaza 9

MnFI - $rednia fluorescencja

mMPR3 - proteinaza-3 obecna na powierzchni granulocytow
MPO - mieloperoksydaza

NB-1 - ludzki neutrofilowy antygen B1

NE - elastaza neutrofilowa

NET - neutrofilowe sieci zewnatrzkomorkowe
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NfkB- czynnik jadrowy-kB

PAL1AT - spolimeryzowana alfa-1 antytrypsyna

PMA - octan mirystynianuforbolu

PMN - leukocyty wiclojadrzaste (granulocyty)

PR3 - proteinaza-3

ROS - reaktywne formy tlenu

SDF-1- Stromalny czynnik wzrostu-1

TNF-a - czynnik martwicy guza, typ alfa

10.3 Ocena ekspresji genow

10.3.1 Reakcja odwrotnej transkrypcji

10.3.1.1 Profil temperaturowy reakcji odwrotnej transkrypcji

krok |

’
’

krok Il

37,0°C

’
’

120,0 min.
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10.3.2 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (REAL-TIME PCR)

10.3.2.1 Lista genow

Symbol genu Nazwa produktu genu

ACTB B-aktyna

ADRB1 receptor adrenergiczny beta-1

ADRB2 receptor adrenergiczny beta-2

ALOX12 12-lipoksygenaza

ALOX5 5-lipoksygenaza

ANXA1 aneksyna-1

ANXA3 aneksyna-3

ANXAb aneksyna-5

AP2S1 kompleks biatka adaptorowego AP2, podjednostka sigma

ARHGDIG inhibitor dysocjacji Rho-GDP 3

ARLGIP1(AIP-1) biatko AIP-1

ATAD4 biatko ATAD4

BDKRB1 receptor B1 dla bradykininy

BDKRB2 receptor B2 dla bradykininy

CACNA1C kanat wapniowy zalezny od napigcia, typ-l, podjednostka
alfa-1C

CACNA1D kanat wapniowy zalezny od napigcia, typ-l , podjednostka
alfa-1D

CACNA2D1 kanal wapniowy zalezny od napigcia, podjednostka alfa-
2/delta-1

CACNB2 kanal wapniowy zalezny od napigcia, podjednostka beta-2

CACNB4 kanal wapniowy zalezny od napigcia, podjednostka beta-4

CASP1 kaspaza-1

CCL2(MCP1) czynnik chemotaktyczny-1 monocytow (MCP1)

CCL3 biatko zapalne makrofagow-1 a

CCL4 biatko zapalne makrofagow-1 b

CCL5 chemokina CCL5 (RANTES)

CD302 czasteczka CD302

CD40 czasteczka CD40

CD40LG ligand dla czasteczki CD40

CD83 czasteczka CD83

CES1 karboksyesteraza-1
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CREBL1(ATF6B)

aktywujacy czynnik transkrypcyjny-6 beta

CTSG

katepsyna G

CXCL2(MIP2a) biatko zapalne-2 alfa makrofagéw
CYSLTR1 receptor-1 leukotrienéw cysteinylowych
DNAJB1(Hsp40) biatko szoku cieplnego hsp40

DUSP2 (PAC-1)

fosfataza-1 komorek aktywowanych

ELA2

elastazal2

ELF1 czynnik transkrypcyjny EIf 1
ELF4 czynnik transkrypcyjny EIf 4
F2R receptor -1 aktywowany proteinaza

F2RL1 (PAR2)

receptor -2 aktywowany proteinaza

FGF3

czynnik wzrostu fibroblastow- 3

FTH1 ferrytna, podjednostka H1

FZD3 frizzled family receptor-3

GAPDH dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego
GSK3A kinaza syntazy glikogenu 3 alfa

GTF2I czynnik transkrypcyjny Ili

HAL histydaza (deaminaza histydyny)

HBB hemoglobina-p

HMGB1 amfoteryna

HPGD dehydrogenaza 15-hydroksyprostaglandynowa
HRH1 receptor dla histaminy, typ H1

HRH2 treceptor dla histaminy, typ H2

HRH3 receptor dla histaminy, typ H3

HSPAS8 biatko szoku cieplnego 8 (70kda)

HTR3A receptor dla serotoniny , typ 3A

ICAM1 wewnatrzkomorkowa czasteczka adhezyjna-1
IL13 interleukina-13

IL1B interleukina-1 beta

IL1R1 receptor dla interleukiny-1, typ |

IL1IR2 receptor dla interleukiny-1, typ 1l

ILIRAPL2 (IL-1R9)

receptor 9 dla interleukiny-1

IL2RA

receptor interleukiny-2, podjednostka alfa
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IL2RB

receptor interleukiny-2, podjednostka beta

IL2RG

receptor interleukiny-2, podjednostka gamma

ILRILI (IL33R)

receptor dla interleukiny-33

IRAK1

Kinaza-1 zwigzana z receptorem dla interleukiny-1

ITGAL integryna | tancuch alfa

ITGAM integryna m tancuch alfa

ITGB1 integryna beta 1

ITGB2 integryna beta 2

KARS ligaza lizylo-trna

KIAA0232 kiaa0232

KLK1 peptydaza zwigzana z kalikreing-1

KLK14 peptydaza zwigzana z kalikreina-14

KLK15 peptydaza zwigzana z kalikreing-15

KLK2 peptydaza zwigzana z kalikreing-2

KLKB1 kalikreina b, osoczowa-1

KNG1 kininogen-1

LPGAT1 acylotransferaza lizofosfatydyloglicerolu-1

LTA4H hydrolaza leukotrienu A4

LTB4R receptor dla leukotrienu B4

LTB4R2 receptor dla leukotrienu B4, typ 2

LTCA4S syntetaza leukotrienu C4

MAPK1 kinaza-1 aktywowana mitogenem

MAPK14 kinaza-14 aktywowana mitogenem

MAPK3 kinaza-3 aktywowana mitogenem

MAPKS8 kinaza-8 aktywowana mitogenem

MC2R receptor-2 dla melanokortyny

MMP9 metaloproteinaza-9

NEDDS8 biatko nedd8 (nedylina)

NFKB1 czynnikiem jadrowym kappa-B, podjednostka wigzaca
DNA

NME2 kinaza NDP-B

NOS2A indukowana syntetaza tlenku azotu, typ 2

NR3C1 receptor jadrowy dla glukokortykoidow, typ 1
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NT5C2 5'-nukleotydaza cytozolowa beta

PCMT1 I-asparagino-o-metylotransferaza

PDE4A fosfodiesteraza 4A

PDE4B fosfodiesteraza 4B

PDE4C fosfodiesteraza 4C

PDE4D fosfodiesteraza 4D

PF4 czynnik ptytkowy-4

PLA2G10 fosfolipaza A2, grupa X

PLA2G1B fosfolipaza A2, grupa IB

PLA2G2A fosfolipaza A2, grupa 1A

PLA2G2D fosfolipaza A2, grupa 1D

PLA2G4C fosfolipaza A2, grupa IVC

PLA2G5 fosfolipaza A2, grupa V

PLA2G7 fosfolipaza A2, grupa VI

PLCB2 fosfolipaza C, beta 2

PLCB3 fosfolipaza C, beta 3

PLCB4 fosfolipaza C, beta 4

PLCD1 fosfolipaza C, delta 1

PLCE1 fosfolipaza C, epsilon 1

PLCG1 fosfolipaza C, gamma 1

PLCG2 fosfolipaza C, gamma 2

PPIA izomerazy peptydylo-prolilowa A

PSMA4 podjednostka alfa proteasomu, typ 4
PTAFR receptor czynnika aktywujacego ptytki
PTGDR receptor dla prostaglandyny D2

PTGER2 receptor dla prostaglandyny E (podtyp EP2)
PTGER3 receptor dla prostaglandyny E (podtyp EP3)
PTGFR receptor dla prostaglandyny F

PTGIR receptor dla prostaglandyny 12 (prostacykliny)
PTGIS syntaza prostaglandyny 12

PTGS1(COX-1)

cyklooksygenaza-1

PTGS2 (COX-2)

cyklooksygenaza-2

RAC1

biatko Racl
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RHOA biatko transformujagce RhoA

RPL41 rybosomalne biato L41

RPS29 rybosomalne biatko S29

SART3 antygen raka ptaskonabtonkowego rozpoznawany przez
komorki t, typ 3

SAT1 diamino-N-acetylotransferaza-1

SERPINA1 alfa-1 antytrypsyna

SNRPN biatko SM-D

TAF4 czynnik inicjujacy transkrypcj¢ TFIID, podjednostka 4

TBXAZR receptor dla tromboksanu A2

TBXAS1 syntetaza-1 tromboksanu A

TNFAIP3 bialko indukowane czynnikiem martwiczym guza, typ 3

TNFRSF1A receptor dla czynnika martwiczego guza, typ alfa

TNFRSF1B receptor dla czynnika martwiczego guza, typ beta

TNFSF13B(BAFF) czynnika aktywujacy komorki b

TNFo. czynnik martwicy guza, typ alfa

TUBAA4A (TUBA1) tubulina alfal

VCAM1 naczyniowa czasteczka adhezyjna-1

VGLL1 biatko TONDU

YWHAE polipeptyd epsilon

10.3.2.2 Profil temperaturowy reakcji real-time PCR (TLDA)

krok | krok Il krok 111 (40x)
97,0°C
94,5°C e,
1" 0,30 min. \
;10,0 min. \
\ 59,7°C
50,0°C | ‘
— 1,00 min.
2,0 min.
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10.3.2.3 Profil temperaturowy reakcji real-time PCR (format FAST - ptytka 96

dotkowa)
krok | krok Il krok Il (40x)
95,0°C 95,0°C
/10,0 min. 0,15min.
\ 60,0°C
50,0°C | —
1,0 min.
S/ 2,0min.

10.4 Oczyszczanie alfa-1 antytrypsyny metoda FPLC

10.4.1 zloze chromatograficzne: Blue Sepharose Fast Flow (Amersham

Biosciences, USA)

bufory: A - bufor sodowo-fosforanowy (0,033 M pH 6,8)
B - Tris-HCI (0,1 M pH 8.5; 0,5 M NaCl)
C - octan sodu (0,1 M pH 4,5; 0,5 M NaCl)

Profil rozdzialu

0 - 5 ml bufor A; przeptyw 1 ml/min - rOwnowazenie kolumny

5 -7 ml bufor A; przeptyw 1 ml/min. - nastrzyk oraz naniesienie probki na ztoze
7 - 35 ml bufor A; przeptyw 0,5 ml/min. - rozdziat chromatograficzny

35 - 45 ml bufor B; przeptyw 2 ml/min. - ptukanie kolumny

45 - 55 ml bufor C; przeplyw 2 ml/min. - plukanie kolumny

55 - 70 ml bufor A; przeptyw 1 ml/min. - rownowazenie kolumny
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10.4.2 Zloze chromatograficzne: POROS HQ 50 (Boehringer Mannheim, Niemcy)

bufory: A - bufor sodowo-fosforanowy (0,033 M; pH 6,8)
B -bufor sodowo-fosforanowy (0,033 M pH 6,8; 1 M NaCl)

Profil rozdziatu
0 -5 ml bufor A: przeptyw 1 ml/min. - rOwnowazenie kolumny

5 -7 ml bufor A: przeptyw 1 ml/min. - nastrzyk oraz naniesienie probki na ztoze
7 - 57 ml bufor B (0 — 100%): przeptyw 1 ml/min - rozdzial chromatograficzny
57-77 ml bufora B (100% — 0): przeptyw 2 ml/min. - ptukanie kolumny

77 - 87 ml bufor A: przeptyw 1 ml/min. - rownowazenie kolumny

10.4.3 Z1oze chromatograficzne: MonoQ HR (Pharmacia Biotech AB, Szwecja)

bufory: A - Bis-Tris (0,02 M pH 6,5)
B - Bis-Tris (0,02 M, pH 6,5; 1M NaCl)

Profil rozdzialu

0 -3 ml bufor A: przeplyw 1 ml/min. - rtéwnowazenie kolumny

3 - 4 ml bufor A: przeptyw 0,5 ml/min. - nastrzyk oraz naniesienie probki na ztoze
4 - 39 ml bufor B (0 — 100%): przeptyw 0,5 ml/min - rozdzial chromatograficzny
39 -49 ml bufora B (100% — 0): przeptyw 1 ml/min. - ptukanie kolumny

49 - 59 ml bufor A: przeptyw 1 ml/min. - rownowazenie kolumny

10.4.4 7Z1oze chromatograficzne: MonoQ HR ((Pharmacia Biotech AB, Szwecja)

bufory: A - Tris-HCI (0,02 M pH 7,6)
B - Tris-HCI (0,02 M, pH 7,6;1M NacCl)

Profil rozdzialu

0 -3 ml bufor A: przeptyw 1 ml/min. - rtwnowazenie kolumny

3 - 4 ml bufor A: przeptyw 0,5 ml/min. - nastrzyk oraz naniesienie probki na ztoze
4 - 39 ml bufor B (0 — 100%): przeptyw 0,5 ml/min - rozdzial chromatograficzny
39 -49 ml bufora B (100% — 0): przeptyw 1 ml/min. - ptukanie kolumny

49 - 59 ml bufor A: przeptyw 1 ml/min. - rownowazenie kolumny
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10.4.5 Zloze chromatograficzne: MonoQ HR (Pharmacia Biotech AB, Szwecja)

bufory: A - Bis-Tris (0,02 M pH 5,8)
B - Bis-Tris (0,02 M, pH 5,8; 1M NaCl)

Profil rozdziatu

0 -3 ml bufor A: przeptyw 1 ml/min. - rOwnowazenie kolumny

3 - 4 ml bufor A: przeptyw 0,5 ml/min. - nastrzyk oraz naniesienie probki na ztoze
4 - 44 ml bufor B (0 — 100%): przeptyw 0,5 ml/min - rozdziat chromatograficzny
44 - 54 ml bufora B (100% — 0): przeptyw 1 ml/min. - plukanie kolumny

54 - 64 ml bufor A: przeptyw 1 ml/min. - rbwnowazenie kolumny
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