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I. DYPLOMY I STOPNIE NAUKOWE

2001 - doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, specjalno$¢ immunologia, uchwata Rady
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.6dzkiego z dnia 29 wrzesnia 2001r.

Temat rozprawy doktorskiej: ,,Produkcja cytokin prozapalnych przez makrofagi osiadte otrzewnej myszy
szczepow BALB/c 1 C57BL6 rézniacych si¢ naturalng odpornoscig na zakazenie pateczkami Listeria”
(promotor Prof. dr hab. Teresa GoS$cicka; recenzenci: Prof. dr hab. Wiestawa Rudnicka, Prof. dr hab. Ewa
Brzezinska-Blaszczyk).

1996 - magister biologii ze specjalnoscig mikrobiologia
Praca magisterska wykonana w Katedrze Immunologii na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
b.odzkiego. Tytut pracy: ,,Opracowanie metody badania migracji kierunkowej makrofagdéw otrzewne;

myszy BALB/c indukowanej antygenem LA™ (opiekun Prof. dr hab. Teresa Goscicka).

1991-1996 - studia stacjonarne dzienne magisterskie na kierunku biologia na Wydziale Biologii i Nauk
o Ziemi Uniwersytetu L.odzkiego

Il INFORMACJE O ZATRUDNIENIU

2017 — obecnie (1/4 etatu)
Adiunkt, Pracownia Gastroimmunologii, Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Uniwersytet
1.6dzki (1/4 etatu naukowo - dydaktycznego)

2017 — obecnie .
Starszy specjalista ds. badan przedklinicznych, Evestra Onkologia, ¥.6dZ (etat naukowo-badawczy)

2015-2017
Pracownik badawczo — techniczny specjalista mikrobiolog (1/2 etatu), Instytut Biologii Medycznej,
Polska Akademia Nauk, 1.6dzZ (etat naukowo - badawczy)

2011 - 2014
Adiunkt, Instytut Biologii Medycznej, Polska Akademia Nauk, ¥.6dz (etat naukowo - badawczy)

2002 - 2011
Staz podoktorski - Postdoctoral Research Associate position, Department of Biochemistry, University of
Texas Health Science Center, Tyler, TX, USA (stanowisko naukowo - badawcze)

2001 - 2002
Adiunkt, Katedra Immunologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet £.6dzki (etat naukowo -
dydaktyczny)
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1996 — 2001 stacjonarne Studium Doktoranckie Fizjologiczno — Mikrobiologiczne na Wydziale Biologii
i Nauk o Ziemi Uniwersytetu £.6dzkiego

III. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Wykazanie osiggnigcia wynikajacego z art.16 ustawy 2 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych

1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

»Zalezne od receptorow Fc¢ gamma efekty dzialania kompleksow IL-8:
autoprzeciwcialo anty-IL-8 na neutrofile i komorki srodblonka w zespole
niewydolnosci oddechowej”

Przedstawione do oceny osiggnigcie naukowe stanowi monotematyczny cykl pieciu publikacji
naukowych, w tym czterech prac oryginalnych i jednej pracy przegladowej, ktérych sumaryczny IF
podany zgodnie z rokiem ukazania sie publikacji wynosi: 21,379.

Suma punktéw MNiSW podana zgodnie z aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism punktowanych
z dnia 12 grudnia 2016 wynosi: 190.

Sumaryczna liczba cytowan wedlug Web of Science (WoS) wynosi 118

IV. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKI.AD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO

1/ Krupa A, Kato H, Matthay MA, Kurdowska AK. Proinflammatory activity of anti-IL-8
autoantibody:IL-8 complexes in alveolar edema fluid from patients with acute lung injury. Am J Physiol
Lung Cell Mol Physiol. 2004 Jun;286(6): L1105-13; IF2004 - 4,051; MNiSW — 40; liczba cytowan - 36

2/ Fudala R, Krupa A, Matthay MA, Allen TC, Kurdowska AK. Anti-IL-8 autoantibody:IL-8 immune
complexes suppress spontaneous apoptosis of neutrophils. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2007
Aug;293(2): L364-74; IF2007 - 4,214; MNiSW — 40; liczba cytowan - 26

3/ Krupa A, Fudala R, Stankowska D, Loyd T, Allen TC, Matthay MA, Gryczynski Z, Gryczynski I,
Mettikolla YV, Kurdowska AK. Anti-chemokine autoantibody:chemokine immune complexes activate
endothelial cells via IgG receptors. Am J Respir Cell Mol Biol. 2009 Aug;41(2):155-69; IF2009 - 4,319;
MNiSW - 35; liczba cytowan - 13
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4/ Krupa A, Walencka MJ, Shrivastava V, Loyd T, Fudala R, Frevert CW, Martin TR, Kurdowska AK.
Anti-KC autoantibody:KC complexes cause severe lung inflammation in mice via IgG receptors. Am J
Respir Cell Mol Biol. 2007 Nov;37(5):532-43; IF - 4,608; MNiSW — 35; liczba cytowan - 13

5/ Fudala R, Krupa A, Stankowska D, Allen TC, Kurdowska AK. Anti-interleukin-8 autoantibody:
interleukin-8 immune complexes in acute lung injury/acute respiratory distress syndrome. Clin Sci (Lond).
2008 Mar;114(6):403-412 (review); IF2008 - 4,187; MINiSW — 40; liczba cytowan - 30

Sumaryczny Impact Factor =21.379
Suma punktéw MNiSW = 190
Sumaryczna liczba cytowan wedlug Web of Science wynosi 118

V. OMOWIENIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO PRZEDL.OZONEGO DO
OCENY

1. Wprowadzenie

Chemokiny to biatka o niskich masach czasteczkowych spetniajace funkcje chemoatraktantow. Sa
podzielone na cztery grupy: CXC (chemokiny o), CC (chemokiny B), XC (chemokiny y) i CX3C
(chemokiny 8), wylonione w oparciu o wzajemne utozenie wzgledem siebie par cysteinowych [1-3]. IL-
8 nalezy do rodziny CXC chemokin i jest produkowana przez rézne typy komérek, w tym: monocyty,
makrofagi, limfocyty T, czy komorki $rodblonkowe [2]. IL-8 uwazana jest za giéwny czynnik
chemotaktyczny odpowiedzialny za przycigganie neutrofilii do miejsc zakazenia lub uszkodzenia tkanek
[1-3]. Reguluje migracje neutrofili przez srédblonek naczyniowy i plucny i ich aktywacje prowadzacg do
wydzielania enzymoéw (degranulacji) i aktywnych form tlenu (wybuch tlenowy) [1, 2]. Poniewaz
zwigkszony naplyw neutrofili do przestrzeni ptucnych jest jednym z najistotniejszych markeréw stanu

zapalnego w ptucach, rola IL-8 w schorzeniach ptuc jest uznawana za kluczows [2].
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W uktadzie odpornosciowym organizmu znane sg r6zne systemy regulacji aktywnosci cytokin. Wsréd
nich mozna wyrézni¢ wystgpowanie W organizmie receptorOw antagonistycznych [4] oraz
rozpuszczalnych receptoréw dla cytokin [5]. Znana jest rdwniez regulacja produkcji cytokin na poziomie
transkrypcji [6], czy poprzez neutralizujace autoprzeciwciata [7, 8, 9]. Interesujgcym okazato sie
wystgpowanie autoprzeciwcial, przeciwko cytokinom i czynnikom wzrostu, u zdrowych osobnikow,
jednakze stezenia autoprzeciwcial w sytuacji homeostazy organizmu sg niskie w poréwnaniu ze stanami
chorobowymi [9]. Sugeruje sig, ze wystgpowanie autoprzeciwcial przeciwko cytokinom i czynnikom
wzrostu, u zdrowych osobnikéw, jest zjawiskiem powszechnym, a ich gtéwng funkcjg jest
neutralizowanie aktywnosci cytokin [9, 10]. Przypuszcza si¢ rowniez, ze autoprzeciwciata wigzac sie z
cytokinami stabilizujg je wptywajac na wydtuzenie czasu ich potowicznego rozpadu [9, 11]. Chociaz w
zdrowym organizmie przeciw cytokinowe autoprzeciwciata spetniajg funkcje ochronng lub neutralizujaca
wobec cytokin, coraz czgsciej rozwaza si¢ mozliwosé ich wspétudziatu w pogarszaniu stanéw zapalnych
w organizmie [9]. Obecno$¢ w organizmie autoprzeciwcial przeciwko cytokinom zaobserwowano w
roznych zespotach chorobowych o charakterze przewlektym i autoimmunizacyjnym [9]. W oparciu o
wieloletnie badania mozna wyrézni¢ autoprzeciwciata przeciw cytokinowe powstajace podczas choréb
zakaznych (IFNy, IFNa, IL-6, IL-17/22, GM-CSF) lub autoprzeciwciata przeciwko cytokinom i
czynnikom wzrostu spetniajgcym istotna role w chorobach o charakterze autoimmunizacyjnym (IL-6, IL-
8, IFNa, G-CSF, EPO) [9].

Pierwsze obserwacje dotyczace obecnosci u ludzi surowiczych autoprzeciwcial przeciwko IL-8
siegaja lat dziewiecdziesigtych ubieglego wieku. Sylvester L. i wsp. [12, 13] wykazali obecnosé
autoprzeciwcial przeciwko IL-8 i chemokinie MCP-1 w surowicy zdrowych dawcow, a takze osob
traktowanych dozylnie endotoksyng. Autorzy ci jako pierwsi sugerowali, ze brak réznic w stezeniu

* chemokin: IL-8 i MCP-1 , W surowicy oséb zdrowych lub traktowanych endotoksyng moze by¢ wynikiem
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ich zwigzania w kompleksach immunologicznych ze swoimi autoprzeciwciatami. W 1996 r. Amiral J. i
wsp. [14] wykazali obecno$¢ autoprzeciwcial przeciwko IL-8 w plazmie pacjentéw z matoptytkowoscia,
natomiast w 1999 r. Peichl P. i wsp. [15] wykazali takie autoprzeciwciata w surowicy pacjentow ze
zdiagnozowanym reumatoidalnym zapaleniem stawow.

W latach 1996 — 2002 Kurdowska A. i wsp. [16 - 18] wykazali, ze znaczna ilo$¢ IL-8 wystepujgca w
plynach plucnych od pacjentéw z Ostra Niewydolnoscig Oddechowg (Acute Respiratory Disstress
Syndrome — ARDS) byla zwigzana ze swoistymi autoprzeciwciatami (Ab anty-IL-8) i wystepowata w
postaci komplekséw immunologicznych (Ab anty-IL-8:1L-8), a podwyzszone stezenie tych kompleksow
korelowalo z pogorszeniem stanu zdrowia pacjentow [19]. Zespot Ostrej Niewydolnosci Oddechowej
(ARDS) jest nazywany inaczej ,,mokrym plucem”, a przyczyn jego powstania upatruje sie w
bezposrednich lub posrednich dziataniach czynnikéw uszkadzajacych (posocznica, zapalenie ptuc,
aspiracja tresci zotadkowej, urazy mechaniczne). ARDS charakteryzuje sie stanem zapalnym migzszu
plucnego oraz uszkodzeniem bariery pgcherzykowo — wlosniczkowej. Zaburzenie wymiany gazowe;j jest
konsekwencja naptywu ptynu wysiekowego do przestrzeni ptucnych, a to z kolei jest powodem, dla
ktorego ARDS jest stanem bezposredniego zagrozenia zycia [20]. Badania przeprowadzone przez
Kurdowska A. i wsp. [16 - 19], z wykorzystaniem ptynéw plucnych od pacjentéw z ARDS byty
pionierskie, a obserwacja, ze podwyzszone stezenie komplekséw immunologicznych zlozonych z
autoprzeciwcial any-IL-8 i IL-8 koreluje z pogorszeniem stanu zdrowia pacjentéw zmienito sposéb
patrzenia na zespét ARDS [19].

Przyczyny powstawania autoprzeciwcial przeciwko IL-8 moga by¢ rézne. Jak zaznaczono wezesniej
przeciwciala takie moga mie¢ charakter przeciwcial naturalnych pelnigcych wazng role fizjologiczng
zwigzang z neutralizacjg cytokin lub przediuzaniem czasu ich rozpadu. Jednak zrodta takich przeciwciat

nalezy upatrywa¢ takze w infekcjach. Jest wysoce prawdopodobne, Zze przeciwciala takie moga
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powstawa¢ wskutek immunizacji gospodarza peptydami czynnikow zakaznych zawierajgcych sekwencje
wystepujace w czasteczce IL-8. Takie podobienistwo komponentéw czynnikéw zakaznych i gospodarza
okresla si¢ terminem ,,mimikra antygenowa” lub ,,mimikra molekularna”. Jest ona przyczyng rozwoju
patologicznej reakcji zapalnej o charakterze autoimmunizacyjnym w nastepstwie zakazefn wywotanych m
In przez paciorkowce, gronkowce pateczki Helicobacter pylori czy szczepy Campylobacter spp.
Przeprowadzona przeze mnie analiza bioinformatyczna [ GeneBank — Pubmed] wskazuje na podobienstwo
sekwencji ludzkiej IL-8 i czynnikoéw wirulencji patogenéw wywotujacych zapalenie ptuc i uznawanych
za glowne czynniki zakazne prowadzace do rozwoju ARDS m.in. Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Chlamydophila pneumoniae czy Mycoplasma pneumoniae [35]. Zatem w
chorobach zapalnych pluc, zwlaszcza o etiologii bakteryjnej nalezy rozwaza¢ udzial kompleksow
immunologicznych zawierajacych przeciwciata przeciwko IL-8 i IL-8 w nasileniu objawdw choroby.

W latach 2002-2011 przebywatam na stazu naukowym w zespole Prof. Anny Kurdowskiej w
University of Texas Health Science Center, Tyler, TX, USA, podczas ktérego zostalam wigczona w
badania dotyczace udziatu IL-8 w chorobach ptucnych. Wiodgcym tematem badawczym prowadzonym
w zespole Prof. Kurdowskiej byla ocena roli autoprzeciwciat anty-IL-8 w potaczeniu z IL-8 jako czynnika
o potencjalnym dziataniu prozapalnym wyrazajgcym si¢ aktywacjg neutrofili.

Zalozono hipoteze, ie autoprzeciwciala anty-IL-8 zwiqzane z IL-8 mogq modulowaé aktywnosé
komdrek dominujgcych w rozwoju reakcji zapalnej, takich jak neutrofile, reprezentujgce komdorki

immunokompetentne oraz komorki srodblonka naczyniowego.

Publikacja nr 1.
Tytul w jezyku angielskim: “Proinflammatory activity of anti-IL-8 autoantibody:IL-8 complexes in

alveolar edema fluid from patients with acute lung injury”
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Tytul w jezyku polskim: “Aktywno$¢ prozapalna kompleksow Ab anty-IL-8: IL-8 wystepujacych

w plynach plucnych od pacjentéw z Ostra Niewydolnoscig Oddechowy”

Celem pracy bylo sprawdzenie immunomodulacyjnego dzialania autoprzeciwcial anty-IL-8
zwiazanych z IL-8 na neutrofile.

Neutrofile to komorki stanowigce od 40 do 60% wszystkich komorek w populacji biatych ciatek krwi.
Spelniaja one funkcje profesjonalnych fagocytow, ktére pojawiajg sie w miejscach wnikania
mikroorganizméw jako pierwsza linia obrony makroorganizmu lub w miejscu uszkodzenia tkanek
wskutek dzialania niezakaznych czynnikéw egzogennych lub endogennych [21]. Komorki te migrujg do
zrédia zakazenia pod wpltywem dzialania cytokin, w tym chemokin oraz produktéw bakteryjnych. Na
miejscu ulegajg aktywacji, w wyniku ktorej wydzielajg enzymy (mieloperoksydaze - MPO, elastaze,
metaloproteinazy - MMP), leukotrieny, prostaglandyny, cytokiny, chemokiny oraz uwalniajg aktywne
formy tlenu [21]. IL-8 uwazana jest za jeden z najbardziej istotnych czynnikow chemotaktycznych
stymulujgcych migracje neutrofilii do miejsc zakazenia [1-3]. Badania przeprowadzone przez zespét dr.
Anny Kurdowskiej wykazaty po raz pierwszy, ze chemokina ta wystepuje w wysokich stezeniach w
ptynach plucnych pacjentow z zespolem ARDS, gléwnie w formie zwigzanej ze swoistym
autoprzeciwcialem tworzac kompleks immunologiczny Ab anty-IL-8:IL-8 [19]. Charakterystyka
komplekséw Ab anty-IL-8:1L-8 wykazala, ze sg one rozpuszczalne, a w sktad pojedynczego kompleksu
wchodzi jedna czasteczka autoprzeciwciata anty-1L-8 klasy IgG i jedna czgsteczka chemokiny IL-8 [19].
W badaniach przeprowadzonych w ramach tematyki osiggniecia kompleksy Ab anty-IL-8:1L-8 zostaty
oczyszczone z probek klinicznych pacjentéw (plazma i ptyny ptucne) z ARDS, a granulocyty
wyizolowano z krwi obwodowej. Wykazano, ze autoprzeciwciata Ab anty-1L-8 zwigzane z IL-8 posiadaty

" wlasciwosci chemotaktyczne samej IL-8 i aktywowaty neutrofile (wybuch tlenowy i wydzielanie
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mieloperoksydazy - MPO) na poziomie zblizonym do wolnej IL-8. Badane kompleksy nie zawieraty
wolnej IL-8, a ich wilasciwosci stymulacyjne wobec neutrofilii byly zalezne od ich stezenia. Z
eksperymentéw przeprowadzonych z zastosowaniem fragmentéw F(ab), przeciwcial blokujgcych
receptory dla fragmentu Fc dla immunoglobulin klasy IgG (receptory FeyRIla i FeyRIII) wynikato, ze
receptorem zaangazowanym w proces aktywacji neutrofilii przez kompleksy immunologiczne Ab anty-
IL-8:IL-8 IL-8 byly receptory aktywujace FcyRlla. Zablokowanie tych receptor6w na neutrofilach
spowodowato statystycznie znamienne zahamowanie chemotaksji i degranulacji tych komorek.
Zaobserwowano, takze ze zablokowanie receptorow dla IL-8 (CXCR1 oraz CXCR2) nie wplynelo na
zmiang aktywnosci neutrofilii. Wyniki te pozwalajg sugerowaé, ze receptorami zaangazowanymi w
przekazywanie sygnalu aktywujgcego neutrofile, w wyniku stymulacji kompleksami Ab anty-IL-8:1L-8,
sg receptory FcyRlIIa.

W literaturze znane sg badania wplywu kompleksé6w immunologicznych na funkcje immunologiczne
neutrofilii. Fossati G. i wsp. [22] uzyli przygotowane in vitro rozpuszczalne i nierozpuszczalne kompleksy
immunologiczne, zawierajace krolicze przeciwciata przeciwko ludzkiej albuminie i biatko ludzkie;
albuminy (Ab anty-HSA: HSA; HSA — Human Serum Albumin), zeby wykaza¢ réznice w mechanizmach
aktywacji ludzkich neutrofili. Zastosowany przez tych autoréw model badawczy mial na celu
odzwierciedlenie sytuacji klinicznej pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawdw, u ktorych
wystepuje cala gama komplekséw immunologicznych rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych,
modulujacych funkcje immunologiczne neutrofilii. Fossati G. i wsp. [22], badajgc wplyw dzialania
komplekséw Ab anty-HSA: HSA na neutrofile, wykazali rowniez role receptorow FcyRs w aktywacji tych
komorek zaréwno przez kompleksy immunologiczne o charakterze rozpuszczalnym jak i

nierozpuszczalnym. Wyniki takie uzyskali jednak po wczesniejszej stymulacji komorek czynnikiem GM-

10
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CSF. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze aktywacja neutrofili w odpowiedzi na takie kompleksy zachodzi
na $ciezce sygnatowej receptorow FcyRs.

W prezentowanym osiagnieciu w dalszych etapach badan analizowano aktywacje biatek sygnatowych
zwigzanych ze szlakiem sygnatlowym receptoréw FcyRs. Wykazano fosforylacje kinaz biatkowych z
grupy kinaz MAP (Mitogen Activating Protein) oraz kinazy Akt (nazywanej réwniez PKB — Protein
kinase B) w neutrofilach, wchodzacych w sklad tego szlaku, pod wptywem stymulacji kompleksami Ab
anty-IL-8:IL-8. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze aktywacja neutrofili w odpowiedzi na takie kompleksy
zachodzi na S$ciezce sygnalowe] receptorow FcyRs. Badania dotyczace sygnaléw komérkowych
inicjowanych w neutrofilach stymulowanych kompleksami immunologicznymi prowadzone byly takze
przez Naucler C. i wsp. [23]. Jednakze przedmiotem badan tych autoréw byla kinaza biatkowa PKC
(Protein Kinase C) oraz jej rola w procesie degranulacji neutrofilii, a zastosowane przez autoréw
kompleksy immunologiczne byly agregowanymi immunoglobulinami klasy IgG zaadsorbowanymi na
czgstkach sefarozy. Mechanizm stymulacji komérek takimi kompleksami moze by¢ inny niz kompleksami
rozpuszczalnymi. |
Whiosek koncowy - uzyskane w pracy wyniki pozwalajg sugerowac, ze autoprzeciwciata anty-IL-8
wigzac si¢ z IL-8 wykazuja funkcje regulacyjne wobec neutrofili, bedace wynikiem aktywacji szlakow
sygnatowych zaleznych od receptoréw FcyRIla, co moze mie¢ wpltyw na przebieg reakcji zapalnych w

chorobach ptuc.
Publikacja nr 2.

Tytul w jezyku angielskim: “Anti-IL-8 autoantibody:IL-8 immune complexes suppress spontaneous

apoptosis of neutrophils”
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Tytul w jezyku polskim: “Kompleksy immunologiczne autoprzeciwcialo anty-IL-8: IL-8 hamuja

spontaniczng apoptoze neutrofili”

Celem pracy byla ocena czasu przezycia neutrofili traktowanych kompleksami immunologicznymi
zawierajacymi autoprzeciwciala anty-IL-8 zwigzane z IL-8.

Neutrofile w stanie zdrowia organizmu pozostaja w krazeniu stosunkowo krétko, po czym
przechodzg w stan programowane]j $mierci zwanej apoptoza [24, 25, 31]. Apoptyczne neutrofile tracg
zdolnos¢ do migracji i aktywacji, a takze zaczynajg wykazywac zmiany morfologiczne charakterystyczne
dla komorek apoptycznych (obkurczenie cytoplazmy, fragmentacja DNA, pojawianie sie ciatek
apoptycznych) [24, 25, 31]. Proces apoptozy neutrofili moze by¢ indukowany na poziomie ligacji
receptorow: Fas, TRAIL (TRAIL-1 i TRAIL-2 — receptory zwigzane z TNF), receptorow dla czynnika
martwicy guzéw TNF-a (TNFR-1 i TNFR-2) lub na poziomie wewngtrzkomorkowym
(mitochondrialnym) [25, 31]. Programowana $mier¢ neutrofili moze by¢ tez konsekwencjg pochtaniania
przez nie niektérych mikroorganizméw, w procesie fagocytozy, stymulujacych apoptoze komorek
zernych [25, 31]. Niezaleznie od mechanizmu inicjacji apoptozy, proces ten przebiega w komorce
neutrofilowej z udziatem bialek z rodziny kaspaz, wérdd ktorych kaspazy 8 i 9 petnig role inicjujgcy
apoptoze, a kaspaza 3 role efektorowg [25]. Ponadto, apoptoza komérek eukariotycznych jest kierowana
przez rodzing biatek Bcl-2, wérdd ktdrych wystepuja biatka o dziataniu pro-apoptycznym (Bax, Bak, Bid)
oraz biatka hamujgce apoptoze (Bcl-xL, Mcl-1) [24, 25, 31]. Zmiany ilosciowe pomiedzy tymi biatkami
determinujg dtugos¢ zycia wszystkich komorek eukariotycznych, w tym réwniez neutrofili.

Neutrofile sg komorkami, ktore jako pierwsze migrujg do miejsca zakazenia. Obecnos$¢ neutrofili
w przestrzeniach plucnych jest jednym z wazniejszych markerow stanu zapalnego ptuc. Ich gtéwnym

‘zadaniem jest eliminacja czynnika zakaznego na drodze fagocytozy. Proces ten wigze sie z aktywacja
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komorek zernych. Zbyt silna aktywacja skutkuje jednak degranulacja fagocytéw i uwolnieniem enzymow
oraz reaktywnych form tlenu do $rodowiska. Enzymy, reaktywne formy tlenu, uwalniane z aktywnych
neutrofili przerywaja ciaglos¢ bariery pgcherzykowo - wlosniczkowej i w znacznym stopniu uszkadzajg
tkanki, dlatego tez przedluzenie zycia granulocytow moze skutkowaé nasileniem stanu zapalnego i
pogorszeniem ogoélnego stanu zdrowia organizmu [20]. Skuteczne usuwanie aktywowanych neutrofili z
miejsca stanu zapalnego odgrywa niezwykle wazng rol¢ w utrzymaniu réwnowagi immunologiczne;.
Wsrod czynnikéw, ktére modulujg czas zycia neutrofili wyrézniamy: cytokiny (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-15,
IFN-y, TNF-a), czynniki wzrostu (GM-CSF, G-CSF), bakteryjny lipopolisacharyd (LPS), czy kompleksy
immunologiczne [24-26]. Zahamowanie procesu apoptozy neutrofili, skutkujgce przedtuzeniem czasu
zycia tych komorek jest zjawiskiem powszechnym w réznych zespotach chorobowych z towarzyszacy
reakcjg zapalng [25].

W doswiadczeniach wykonanych w prezentowanej pracy (Publikacja 2) zastosowano kompleksy
immunologiczne Ab anty-IL-8:IL-8 oczyszczone z plazmy zdrowych wolontariuszy i z ptynéw ptucnych
pacjentow z ARDS. Na podstawie zmian morfologicznych neutrofili, fragmentacji DNA oraz aktywnosci
kaspazy 3 i1 kaspazy 9 wykazano, ze autoprzeciwciata anty-IL-8 zwigzane z IL-8 hamujg spontaniczng
apoptoze neutrofili izolowanych z pelnej krwi. Z badan wynika, ze receptorami zaangazowanymi
bezposrednio w regulacje procesu apoptozy neutrofilii sg receptory FcyRIla. Zastosowanie fragmentow
F(ab) przeciwcial, specyficznie blokujacych te receptory, doprowadzito do zniesienia efektu hamowania
procesu apoptozy neutrofili i tym samym przywrdcenia normalnej dlugosci zycia tych komoérek. Uzyskane
wyniki sa zgodne z obserwacjami Gamberale’a R. i wsp. [26], ktdrzy oceniali wptyw kompleksow
immunologicznych na przebieg procesu apoptozy neutrofili. Autorzy ci zastosowali kompleksy
nierozpuszczalne (erytrocyty optaszczone immunoglobulinami klasy IgG) lub kompleksy rozpuszczalne

(agregowane IgG lub kompleksy zawierajace owoalbumine;) - OVA i przeciwciala przeciwko temu biatku).
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Wykazano, ze kompleksy nierozpuszczalne stymulowaty apoptoze neutrofili, podczas gdy kompleksy
rozpuszczalne opdznialy proces spontanicznej apoptozy granulocytow [26]. Autorzy podkreslili rowniez
udzial receptor6w FcyRIla w regulacji procesu apoptozy neutrofili przez kompleksy immunologiczne
[26].

W prezentowanej obecnie pracy podjeliSmy si¢ rowniez identyfikacji niektérych biatek
sygnalowych: pro-apoptycznych i anty-apoptycznych zaangazowanych w proces regulacji apoptozy
neutrofili przez kompleksy immunologiczne Ab anty-IL-8:IL-8 [24, 25, 31]. Zaobserwowalismy, ze
poziom biatek anty-apoptycznych Bcl-XL wzrastat w neutrofilach pod wptywem stymulacji kompleksami
Ab anty-IL-8:IL-8, podczas gdy ekspresja biatek pro-apoptycznych: Bak, Bax znamiennie zmniejszata
sie. Ponadto wykazano, ze regulacja procesu apoptozy w neutrofilach, pod wptywem takich komplekséw
immunologicznych byta zalezna od aktywacji/fosforylacji kinaz biatkowych: Src i Syk. Obie kinazy
bialkowe sg $cisle zwigzane z szlakiem sygnatowym receptora FcyRIla. Nalezy wspomnieé, ze badania
udzialu obu kinaz biatkowych w regulacji procesu apoptozy neutrofili, pod wptywem dzialania
komplekséw immunologicznych, sg pionierskie.

Pierwsze doniesienia na temat udzialu IL-8 w regulacji procesu apoptozy leukocytow siegajg lat
1998-2000 [27, 28], a autorzy badali wplyw IL-8 na apoptoze leukocytéow wywolang stresem
oksydacyjnym. Jednakze udziat IL-8, zwigzanej ze swoim autoprzeciwcialem w formie kompleksu

immunologicznego, w regulacji procesu apoptozy neutrofili nie byt wczesniej rozwazany.

Whiosek koncowy — Wyniki uzyskane w publikacji nr 2 wskazujg na hamowanie procesu apoptozy
neutrofili przez autoprzeciwciata anty-IL-8 zwigzane z IL-8, co pozwala rozwazaé role IL-8 wystepujacej

w takiej formie jako regulatora procesu apoptozy granulocytow w chorobach o podtozu zapalnym m in.

ARDS.
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Publikacje nr 3

Tytul w jezyku angielskim: “Anti-chemokine autoantibody: chemokine immune complexes activate
endothelial cells via IgG receptors”

Tytul w jezyku polskim: “Kompleksy immunologiczne Ab anty-chemokina: chemokina aktywuja

komérki Srodblonka poprzez receptory dla przeciwcial IgG”

Publikacja nr 4

Tytul w jezyku angielskim: “Anti-KC autoantibody: KC complexes cause severe lung inflammation
in mice via IgG receptors”

Tytul w jezyku polskim: “Kompleksy Ab anty-KC: KC wywolujace ostry stan zapalny w plucach

myszy na drodze zaleznej od receptoréw dla przeciwcial IgG”

Celem publikacji nr 3 byla ocena zdolno$ci komplekséw immunologicznych Ab anty-IL-8:1L-8 do
immunomodulacji aktywacji komérek srédblonka naczyniowego (model ir vitro)
Celem publikacji nr 4 byla ocena roli komplekséw immunologicznych Ab anty-chemokina:
chemokina w rozwoju stanu zapalnego w plucach (model in vivo), ze zwrioceniem uwagi na stan
aktywacji Srodblonka naczyniowego

Plucny srédbtonek naczyniowy, ze wzgledu na swoja lokalizacje, spetnia niezwykle istotng role w
utrzymywaniu tzw. ,réwnowagi plucnej”, ktéra oznacza swobodng wymiane gazowg i hamowanie
przedostawania si¢ z naczyn do przestrzeni ptucnych makromolekut oraz elementéw morfotycznych krwi
[29, 30]. W sytuacji naruszenia ciggtosci Srddbtonka ptucnego, na drodze mechanicznej lub przez czynniki
chemiczne czy biologiczne, moze dojs¢ do rozwoju ARDS [30]. Zespdl ARDS charakteryzuje sie stanem

zapalnym migzszu plucnego oraz uszkodzeniem bariery $rodblonkowej, czego nastepstwem jest
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pojawianie si¢ w przestrzeniach ptucnych ptynu wysigkowego bogatego w granulocyty, erytrocyty i
wysokoczasteczkowe rozpuszczalne komponenty uktadu odpornosciowego [20]. Utrata cigglosci bariery
srédbtonkowej jest konsekwencja aktywacji / uszkodzenia komoérek srodbtonka ptucnego [14, 29, 30].
Jedng z wazniejszych funkcji prozapalnych komoérek $rodbtonka jest produkcja IL-8 [29]. IL-8 u
pacjentéw z zespolem ARDS wystepuje w glownej mierze w postaci zwigzanej ze swoistym
autoprzeciwciatem anty-IL-8, tworzac kompleksy immunologiczne Ab anty-IL-8:IL-8 [19]. Obecno$¢
tych komplekséw w wysokich stezeniach, zaréwno w plazmie jak i ptynach ptucnych pacjentéw z ARDS
sprawia, ze mogg one oddziatywa¢ z réznymi komoérkami w organizmie, modulujgc ich aktywnosé
immunologiczng. Wyniki badan przedstawione w Publikacjach nr 1 i 2 wskazuja, ze kompleksy
immunologiczne Ab anty-IL-8: IL-8 moduluja funkcje immunologiczne neutrofili na drodze zaleznej od
receptorow FcyR oraz modyfikujg proces apoptozy tych komorek.

Kompleksy immunologiczne Ab anti-IL-8:IL-8 uzyte do do$wiadczen przeprowadzonych w
publikacji nr 3 pozyskiwane byty z probek klinicznych (plazma i ptyny ptucne) od pacjentéw z ARDS, z
plazmy zdrowych osobnikéw lub zostaly przygotowane in vitro. Badania przeprowadzono na ludzkich
komorkach $rédbtonka naczyniowego zyly pgpowinowej - HUVEC. W pierwszej fazie pracy badano
zdolnos¢ komorek srodbtonka do wigzania kompleksow Ab anty-IL-8:IL-8, a nastepnie analizowano
mechanizmy aktywacyjne zachodzace w tych komorkach w wyniku stymulacji takimi kompleksami.
Uzyskane wyniki wskazuja na wigzanie kompleksow Ab anty-IL-8:1L-8 z komérkami $rodblonka poprzez
receptory FeyRIla. Wykazano réwniez, Ze nastgpstwem tego byto inicjowanie w komorkach HUVEC
aktywacji Sciezki sygnalowej z udzialem takich receptoréw. Stymulacja komodrek srodblonka
kompleksami immunologicznymi Ab anty-IL-8:IL-8 prowadzita do fosforylacji biatek sygnatowych: Syk,

ERK, JNK, Akt ze szlaku receptora FcyRIla, a w dalszych etapach do aktywacji czynnika

trariskrypcyjnego NF«B wyrazajacg si¢ translokacjg podjednostki p65 do jadra komorki. Konsekwencjg
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aktywacji komorek S$rodbtonka byto nasilenie ekspresji czgsteczek adhezyjnych ICAM-1, ktére
determinujg przyleganie neutrofili do $rédbtonka [30]. Wykazali$my, ze stymulacja komérek HUVEC
kompleksami Ab anty-IL-8: IL-8 skutkuje nasileniem adhezji neutrofili do komoérek $rodbtonka.
Zjawisko wystgpowania komplekséw immunologicznych w organizmie, a zwlaszcza osadzanie
si¢ ich w tkankach, bylo czgsto opisywane w kontekscie chordb o podlozu autoimmunizacyjnym
(glomerulonefritis, SLE, arthritis) lub w zespotach chorobowych bedacych konsekwencjg formowania sie
komplekséw w organizmie pod wplywem obcych antygenéw (zespot poprzetoczeniowy, odrzucanie
przeszczepu, zakazenia mikrobiologiczne) [32]. Autorzy tych badan réznicowali mechanizmy dziatania
komplekséw nierozpuszczalnych i rozpuszczalnych w organizmie. Interesujgce jest, ze duze agregaty i
kompleksy nierozpuszczalne, w ktérych sktadzie wystepuja przeciwciata klasy IgM, sg usuwane dosé
szybko z organizmu w watrobie czy $ledzionie, natomiast kompleksy rozpuszczalne, zawierajace
czgsteczki IgG, przedostaja si¢ z krazeniem do tkanek, gdzie osadzaja sie, a nastepnie aktywuja rane
populacje komoérek [32]. Zdeponowane w tkankach kompleksy immunologiczne mogg nasilaé reakcje
zapalng poprzez aktywacje dopetniacza na drodze klasycznej. Nalezy nadmieni¢, ze analizowane przez
nas kompleksy immunologiczne Ab anty-IL-8:IL-8 majg charakter rozpuszczalny, a badania nad ich rola
w kontekscie stanu zapalnego w ptucach prowadzone przez zesp6t Prof. Anna Kurdowskiej sg pionierskie.
Poprzez mikroskopows analize tkanki plucnej pacjentow z ARDS wykazaliSmy podwyzszong ekspresje
receptoréw aktywujgcych FcyRIIa na komoérkach srédblonka oraz depozycje komplekséw Ab anty-IL-
8:IL-8 na tych komérkach zalezng od receptorow FcyRIla. Ponadto, wykazaliSmy nasilong ekspresje
czgsteczek adhezyjnych ICAM-1 na komoérkach CD34 pozytywnych (marker komorek srédblonka) [31].
Do oceny roli komplekséw immunologicznych Ab anty-chemokina: chemokina w rozwoju stanu
zapalnego w ptucach i ich immunomodulacyjnych wiasciwosci wzgledem komoérek $rédbtonka plucnego

in vivo, wykorzystaliSmy mysi model, ktory zaprojektowano w zespole Prof. Anny Kurdowskiej w taki
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sposob, zeby odzwierciedlal przebieg proceséw zapalnych zachodzgcych u pacjentéw z ARDS
(Publikacja nr 4). Nalezy wspomnie¢, ze myszy nie posiadajg IL-8, a jej funkcjonalnym odpowiednikiem
jest CXCL1/KC (chemokine (C-X-C motif) ligand 1/Keratinocyte chemoatractant) [33]. Eksperyment
przeprowadzono w taki sposob, zeby w pierwszej fazie wywotaé u zwierzat produkcje autoprzeciwciat
anty-KC, a nastepnie doprowadzi¢ do powstania komplekséw immunologicznych Ab anty-KC: KC
specyficznie w obszarze plucnym (myszy szczepu dzikiego BALB/c, grupa KC/KC). Zwierzeta
stanowigce grupy kontrolne stymulowaliSmy do produkcji wylgcznie autoprzeciwciat anty-KC lub
podawalismy im jedynie wolny KC. Po 14 godzinach od powstania komplekséw immunologicznych
oceniano stan zapalny w plucach myszy. Analiza ptynéw plucnych wykazata, ze wsrod komorek
zapalnych 70-80% stanowily neutrofile. Wykazano takze podwyzszone stezenie mieloperoksydazy (MPO
- myeloperoxidase), uznawanej za marker aktywacji neutrofilii. Wérdéd komoérek gromadzacych sie w
wysieku plucnym zwierzat, wytwarzajacych przeciwciata lub otrzymujacych KC w celu utworzenia
komplekséw, zaobserwowano zwigkszony odsetek erytrocytéw, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych.
co moglo Swiadczy¢ o uszkodzeniu $rédblonka naczyniowego i zaburzeniu przepuszczalnosci bariery
pecherzykowo — wiosniczkowej. O uszkodzeniu tej bariery $wiadczyla rowniez obecno$¢ w plynach
plucnych myszy albuminy. Ponadto stan zapalny/uszkodzenie ptuc myszy zostaty ocenione w badaniu
histopatologicznym tkanki ptucnej i przedstawione jako wspétczynnik stopnia uszkodzenia ptuc - Lung
Injury Score (LIS).

W celu potwierdzenia roli receptoréw FcyR w rozwoju stanu zapalnego wywotanego kompleksami
Ab anty-KC: KC zastosowalismy model myszy z delecja genéow kodujacych czynnik warunkujgcy
ekspresje tancucha cigzkiego y w receptorach Fc. Z uzyskanych danych wynika, ze brak receptoréw FcyRs
u myszy nokautowych w zakresie tancucha y receptora Fc chronit zwierzeta przed rozwojem stanu

zapalnego w plucach wywotanego kompleksami Ab anty-KC: KC. Efekt ochronny przejawiat sie
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statystycznie znamiennym obnizeniem liczby neutrofilii naptywajacych do ptuc oraz bardzo niskim
stezeniem MPO wydzielanej do ptynu ptucnego w poréwnaniu z myszami szczepu dzikiego — grupa
KC/KC. Co wigcej, wyliczony wspétczynnik LIS wskazywat na brak uszkodzenia pluc u myszy
nokautowych (brak tancucha y - grupa zwierzat KC/KC), a tkanka ptucna tych zwierzat nie odbiegata pod
wzgledem histologicznym od tkanki myszy kontrolnych. Ponadto, w plucach myszy nokautowych nie
obserwowano depozycji kompleksow anty-KC: KC oraz aktywacji biatek sygnatowych: p38, ERK oraz
Akt.

Stosujac mikroskopie konfokalng oceniano aktywacje komdrek srdédbtonka phuc myszy KC/KC.
Wykazano fosforylacje kinazy biatkowej Syk ze szlaku receptora FcyR oraz podwyzszong ekspresje
czasteczki adhezyjnej ICAM-1. W komorkach $rédbtonkowych myszy nokautowych bez tancucha y
receptora Fc nie wykazano aktywacji kinazy bialtkowej Syk, co pozwolilo wnioskowaé, ze stymulacja
$rédblonka ptucnego w odpowiedzi na badane kompleksy immunologiczne byta zalezna od receptora
FcyR (Publikacja nr 3 i 4).

Uszkodzenie tkanek w chorobach wywotanych dzialaniem komplekséw immunologicznych jest
w wicgkszosci przypadkow konsekwencjg aktywacji neutrofili [32], jednakze neutrofile to nie jedyne
komoérki ulegajace aktywacji. Komoérki $roédblonka w  wyniku stymulacji  kompleksami
immunologicznymi syntetyzujg cytokiny (IL-1, IL-6, IL-8) i wydzielajg enzymy proteolityczne, a
powierzchniowe czasteczki adhezyjne, ktdrych ekspresja nasila si¢ regulujg proces przylegania neutrofili
do srodbtonka [34]. Problem uszkodzenia $rddblonka plucnego jest jednym z najistotniejszych w
patogenezie ARDS [29], dlatego nalezy oczekiwac, iz poznanie przyczyn aktywacji srodbltonka plucnego
1 mechanizméw jego uszkodzenia w tej chorobie pozwoli opracowa¢ metody regeneracji tej bariery
komorkowej. Nalezy rowniez podkresli¢, iz wezesniejsza ekspozycja na czynnik zakazny moze sprzyjac

depdzycji komplekséw immunologicznych w $rédbtonku ‘naczyniowym 1 potegowaé ich prozapalne
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dziatanie. Taki efekt nasilonej depozycji komplekséw immunologicznych wykazano w niniejszej pracy
(Publikacja nr 4) u myszy otrzymujacych dootrzewnowo LPS E. coli O111:B4, co korelowato z nasilong
infiltracjg neutrofili 1 ich aktywacja.

Whiosek koncowy — uzyskane w pracy wyniki badan wykonanych na modelu zwierzecym in vivo
potwierdzity role komplekséw Ab anty-IL-8: IL-8 w regulacji aktywacji komoérek srodbtonka. Wykazano
role receptorow Fcy w modulowaniu aktywacji srodbtonka plucnego stymulowanego kompleksami
immunologicznymi Ab anty-KC: KC. Wczesdniejsza ekspozycja gospodarza na czynnik zakazny moze
sprzyja¢ depozycji komplekséw immunologicznych w $rdédblonku naczyniowym i nasileniu reakcji

zapalnej.

Publikacja nr 5 (praca przegladowa)

Tytul w jezyku angielskim: “Anti-interleukin-8 autoantibody: interleukin-8 immune complexes in
acute lung injury/acute respiratory distress syndrome”

Tytul w jezyku polski: “Kompleksy immunologiczne Ab anty-IL-8: IL-8 w Zespole Ostrej

Niewydolnosci Oddechowej”

Cel: Celem publikacji nr 5 byl przeglad wiedzy dotyczgcej roli komplekséw Ab anty-IL8: IL-8 w
Zespole Ostrej Niewydolnosci Oddechowej z towarzyszacym uszkodzeniem tkanki plucnej, w
kontekscie wlasnych wynikéw badan. Praca stanowi ich podsumowanie.

Wyniki badan wlasnych uzyskanych w zespole Prof. Anny Kurdowskiej przestawiono w tej pracy
w odniesieniu do badan klinicznych. Analiza préb klinicznych od pacjentdéw z zespotem ARDS i

pacjentdw z grup ryzyka wykazata, ze IL-8 wystepuje ze swoistym autoprzeciwciatem (anty-IL-8) w
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postaci kompleksu immunologicznego Ab anty-IL-8:IL-8. Obecno$é¢ tych komplekséw w duzych
stezeniach korelowata ze $miertelnoscig pacjentéw z ARDS [19].

Na tym tle w badaniach wlasnych wykazano, ze:
1/ Autoprzeciwciata anty-IL-8 w kompleksie z IL-8 wykazujg zdolno$¢ aktywacji neutrofili oraz
modulacji procesu apoptozy tych komoérek, powodujgc wydtuzenie ich czasu przezycia
2/ Autoprzeciwciata anty-IL-8 zwigzane z IL-8 aktywuja komorki srodbtonkowe, czego efektem jest
nasilenie ekspresji czasteczki adhezyjnej ICAM-1, a w konsekwencji zwiekszenie adhezji neutrofili do
srédblonka
3/ W oddziatywaniach komplekséw Ab anty-IL-8:IL-8 z neutrofilami i komérkami $rédblonkowymi
posrednicza receptory aktywujgce FcyRlIla
4/ Kompleksy immunologiczne zawierajgce autoprzeciwciata przeciwko IL-8 i IL-8 odgrywajg istotng
rol¢ w inicjowaniu/utrwalaniu stanu zapalnego w ptucach, za posrednictwem receptoréw FcyRIla

5/ Narazenie na czynniki zakazne moze nasila¢ prozapalne dziatanie badanych komplekséw
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