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Streszczenie: Neutrofile pelnig istotng role w obronie organizmu przed mikroorganizmami. Kierowane
czynnikami chemotaktycznymi docieraja do miejsc infekeji, gdzie rozpoznaja i fagocytuja drobnou-
stroje. Pod wptywem czynnikow chemotaktycznych neutrofile moga ulegaé preaktywacji i aktywac-
ji, ktorej przejawem jest uwalnianie reaktywnych form tlenu (ROS) w procesie zwanym wybuchem
tlenowym oraz wydzielanie enzymow (m. in. proteaz) podczas degranulacji. Preaktywacja do wy-
buchu tlenowego jest waznym procesem regulujacym funkcje bakteriobdjcze neutrofilow, jednak
w pewnych sytuacjach moze sprzyjac¢ rozwojowi chordb. Proces preaktywacji jest odwracalny, co jest
istotne w przypadku neutrofilow powracajacych do krwioobiegu z tkanek objetych stanem zapalnym.
Wyréznia si¢ trzy mechanizmy preaktywacji: przebudowe cytoszkieleu prowadzacg do adhezji neutro-
filow, czesciowa fosforylacje podjednostek oksydazy NADPH oraz egzocytozg granul. Wymienione
mechanizmy sg kontrolowane przez skomplikowane i nie w pelni poznane szlaki sygnalne.

Stowa kluczowe: neutrofile, preaktywacja, wybuch tlenowy, oksydaza NADPH

Summary: Neutrophils play an important role in innate immunity. Chemotactic agents attract neutro-
phil to the site of infection, where neutrophils recognize and phagocytose microorganisms. Chemotac-
tic agents frequently prime and activate neutrophils to produce reactive oxygen species (ROS) during
process termed oxidative burst and may trigger release of enzymes (including proteases) during de-
granulation. Priming to oxidative burst is an important process, which regulates neutrophil bactericidal
functions but in some situations may lead to development of diseases. Priming is a reversible process
that allows for deactivation of neutrophils migrating back from inflamed tissue to the blood circulatory
system. There are three mechanisms of neutrophil priming: remodeling of the cytoskeleton, which
leads to adhesion, partial phosphorylation of oxidase NADPH subunits and granule exocytosis. All of
these mechanisms are controlled by complex and not fully understood signaling pathways.
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WSTEP

Neutrofile stanowig wazny element wrodzonej, nieswoistej odpowiedzi odpor-
nosciowej. Pochodza od multipotencjalnej komorki macierzystej szpiku kostnego.
Kazdego dnia w organizmie zdrowego cztowieka powstaje okoto 10" neutrofilow
W procesie zwanym granulopoeza, ktora jest kontrolowana przez czynnik stymuluja-
cy tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF). W wyniku proliferacji wielopotencjal-
nej komorki powstajg mieloblasty, nastepnie promielocyty, w ktorych rozpoczyna
si¢ proces formowania granul (ziarnistosci). Promielocyty dojrzewajac przeksztat-
caja si¢ kolejno w mielocyty, metamielocyty, a nastgpnie w neutrofile, ktore ce-
chuje obecnos¢ trzech rodzajow granul oraz trojptatowe jadro [61]. Uwolnione do
krwiobiegu neutrofile dzielg si¢ na pulg¢ komorek krazacych i pule komoérek mar-
ginalnych obecnych w §ledzionie, watrobie i szpiku kostnym, z ktorych moga by¢
szybko mobilizowane do krwiobiegu. Neutrofile krazg we krwi 6-8 godzin pozo-
stajac w stanie spoczynku lub ulegajg rekrutacji do miejsc infekcji [71]. Migruja-
ce do miejsc zapalnych neutrofile najpierw toczg si¢ po srodbtonku naczyniowym
dzieki przejsciowym oddziatywaniom pomiedzy obecnymi na ich powierzchni
L-selektynami, czgsteczkami PSGL-1 (glikoproteinowy ligand-1 P-selektyny)
1 CD44 a srodbtonkowymi P-selektynami i E-selektynami, ktérych ilo§¢ wzrasta
pod wptywem czynnikow prozapalnych (np. N-formylo-metionylo-leucylo-feny-
loalaniny — fMLP, chemokin). Toczenie si¢ aktywuje Bl integryny (VLA-4) i 2
integryny (Mac-1, LFA-1), ktore oddziatujg z czgsteczkami adhezyjnymi z nadro-
dziny biatek immunoglobulinopodobnych: ICAM-1, ICAM-2 i VCAM-1 i umoz-
liwiajg adhezj¢ neutrofildéw do srodbtonka (ryc. 1) [3, 43]. Neutrofile, ktore ulegly
adhezji do $rdédbtonka migruja nastepnie do zainfekowanych tkanek podazajac
w kierunku wzrastajagcego stezenia czynnikéw chemotaktycznych pokonujac
srodblonek drogg transkomorkowa lub parakomorkowa [48]. Migrujace neutrofi-
le staja si¢ spolaryzowane, na ich powierzchni wzrasta ilo$¢ czasteczek adhezyj-
nych (B1 i B2 integryn), zwigksza si¢ ich ruchliwos¢ i zdolnos¢ do chemotaksji.
Dzigki obecnos$ci na powierzchni receptoréw rozpoznajacych wzorce molekular-
ne (m.in. receptorow Toll-podobnych, TLR), neutrofile rozpoznaja i fagocytuja
drobnoustroje, a nast¢pnie niszcza je wykorzystujac przy tym dwa glowne mecha-
nizmy: wybuch tlenowy i degranulacje. Podczas wybuchu tlenowego kompleks
enzymatyczny oksydazy NADPH, wytwarza anionorodnik ponadtlenkowy (O,
bedacy prekursorem toksycznych dla mikroorganizméw reaktywnych form tlenu
(ang. Reactive Oxygen Species, ROS), m.in. kwasu podchlorawego. Degranulacja
polega na uwolnieniu zmagazynowanych w ziarnisto$ciach neutrofilowych enzy-
mow proteolitycznych i biatek przeciwbakteryjnych (np. lizozymu, a-defensyny).
Enzymy i bialka przeciwbakteryjne oraz ROS moga by¢ uwalniane do fagoso-
mu z pochtoni¢tym drobnoustrojem jak i poza komorke. Degranulacja i wybuch
tlenowy sg przejawem petnej aktywacji neutrofilow, a poprzedza je preaktywa-
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cja, wazny proces regulujacy aktywnos$¢ neutrofildéw inicjowany przez kontakt
ze $rodblonkiem, cytokiny prozapalne (np. czynnik martwicy nowotworow —
TNF-a) i chemoatraktanty [43]. Preaktywacja polega na zwigckszeniu gotowos$ci
neutrofiléw do odpowiedzi na bodzce aktywujace ijest zwigzana ze zmianami
morfologicznymi neutrofilow niezbg¢dnymi do ich adhezji (polaryzacja komorki)
do srodbtonka oraz zmianami funkcjonalnymi, ktore powoduja, Ze neutrofile staja
si¢ hiper-reaktywne na czynniki stymulujace (m.in. poprzez wzrost ilosci recep-
torow powierzchniowych np. dla fMLP) [65]. Preaktywowane neutrofile cechuje
wielokrotnie wigkszy potencjat adhezyjny, zwickszona zdolno$¢ do fagocytozy,
wytwarzania ROS oraz wydzielania cytokin po stymulacji przez czynnik akty-
wujacy [10, 74]. Zaktywowane neutrofile mogg takze eliminowaé drobnoustroje
uwalniajgc tzw. pozakomorkowa sie¢ (NET), ktora sktada si¢ z DNA, histonow
1 enzymo6w (m.in. elastazy). Sie¢ NET unieruchamia mikroorganizmy zapobiega-
jac ich rozprzestrzenianiu si¢ oraz utatwia ich fagocytoze [37, 51]. W ostatnim
etapie zaktywowane neutrofile ulegaja apoptozie, a ich pozostatosci usuwane sa
przez makrofagi [15, 48]. Natomiast w fizjologicznych warunkach niepobudzone
neutrofile kierowane sg z powrotem do szpiku kostnego, gdzie ulegaja programo-
wanej $Smierci. Neutrofile, ktére obumierajg w krwiobiegu moga by¢ takze usu-
nigte przez makrofagi w watrobie (przez tzw. komorki Kupffera) lub $ledzionie.
Mechanizm ten jest niezbedny dla utrzymania homeostazy komoérkowej [16, 80].

Toczenie sie neutrofilow Adhezja i aktywacja Migracja przez srédbtonek

sradbtonek

-
«*. chemoatraktanty

Apoptoza Fagocytoza i zabicie bakterii

RYCINA 1. Losy neutrofilow w krwiobiegu
FIGURE 1. Neutrophil fate in circulation
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Preaktywacja jest ztozonym procesem przebiegajacym w roznych przedziatach
komoérkowych i jak dotad nie do konca poznanym. Obecnie preaktywacje wigze si¢
z trzema mechanizmami obejmujacymi: przebudowe cytoszkieletu prowadzaca do
adhezji neutrofilow; fosforylacje cytozolowych podjednostek oksydazy NADPH:
p47Pex p67°hex | p4dQPhx oraz uwolnienie zawarto$ci granul zawierajacych podjed-
nostki oksydazy NADPH: gp91°hox i p22rhox | a takze granul zawierajacych receptory
btonowe, biatka G i inne sktadniki szlakéw sygnalnych zaangazowanych w akty-
wacje neutrofilow [18, 76]. Szczegodlnie istotna ze wzgledu na bakteriobojcze wia-
sciwosci neutrofilow wydaje si¢ preaktywacja do wybuchu tlenowego, w ktorej
najwazniejsza rol¢ pelni oksydaza NADPH, produkujgca anionorodnik ponadtlen-
kowy, ktdry jest prekursorem reaktywnych form tlenu. Z drugiej strony niekontrolo-
wany wybuch tlenowy i nadmierna produkcja ROS moze mie¢ niekorzystny wplyw
na organizm przyczyniajac si¢ do oksydacyjnego uszkadzania lipidow (szczegolnie
zawierajacych nienasycone kwasy tluszczowe), biatek oraz materialu genetycznego
i nagromadzania mutacji. Nadmierna ilo$¢ preaktywowanych neutrofilow jest do-
brze udokumentowana u pacjentow z sepsa [7, 44], przewlekta obturacyjng chorobg
ptuc [42] i reumatoidalnym zapaleniem stawow [83], stad zrozumienie molekular-
nych mechanizméw preaktywacji neutrofiléw moze dostarczyé nowych sposobow
do kontrolowania funkcji neutrofilow w przebiegu wielu choréb. Niniejszy artykut
ma za zadanie przyblizy¢ aktualng wiedze na temat szlakéw sygnalnych uruchamia-
nych podczas preaktywacji neutrofilow do wybuchu tlenowego.

CZYNNIKI PREAKTYWUJACE NEUTROFILE

Neutrofile moga ulega¢ preaktywacji pod wptywem chemoatraktantow takich
jak: fMLP, PAF (czynnik aktywujacy ptytki krwi), GM-CSF (czynnik stymuluja-
cy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw), LTB4 (leukotrien B4), IL-18
(interleukina 18). Czynniki preaktywujace neutrofile dzieli si¢ na dwie grupy w za-
leznos$ci od szybkosci ich dziatania. Do czynnikow dziatajacych szybko (3-5 minut)
naleza: PAF, LTB4, sktadnik dopetniacza C5a, natomiast do grupy czynnikow dzia-
ajacych wolno (15-60 minut) zalicza si¢: LPS (lipopolisacharyd), TNF-a, GM-CSF
oraz IL-8 (interleukina 8) [65]. Niektore czynniki w zalezno$ci od stezenia nie tylko
preaktywuja, ale takze aktywuja neutrofile (np. fMLP w stezeniu ponizej 300 nM
preaktywuje neutrofile, a w wyzszych stezeniach aktywuje neutrofile do wybuchu
tlenowego) [41]. Adhezja neutrofilow do macierzy migdzykomorkowej podczas mi-
gracji rowniez inicjuje ich preaktywacje [18].

Pomimo strukturalnych roznic w budowie czynnikéw chemotaktycznych
wiekszo$¢ z nich wiaze si¢ z receptorami z rodziny GPCR (receptory sprzezone
z biatkiem G). Po przylaczeniu liganda do receptora GPCR, zaktywowany GPCR
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stymuluje podjednostke a biatka G do wymiany GDP na GTP i nastepuje oddyso-
cjowanie podjednostki a od podjednostki fy. Podjednostka a bierze udzial w akty-
wacji biatka Rho, natomiast podjednostka Py aktywuje biatka sygnalizacyjne: kina-
zg 3 fosfatydyloinozytolu (PI3K), male biatka wiazace GTP, kinaze¢ MAPK (kinaza
aktywowana mitogenem). Rozdzielone podjednostki receptora aktywuja takze fos-
folipaze C (PLC), ktéra bierze udziat w powstawaniu czgsteczek sygnalizacyjnych
odpowiedzialnych za aktywacje biatkowej kinazy C (PKC) i wzrost st¢zenia wap-
nia w komorce [23, 24, 57].

PREAKTYWACJA OKSYDAZY NADPH

Jedna z podstawowych reakcji biochemicznych inicjowanych podczas preak-
tywacji jest czesciowa fosforylacja niektorych podjednostek oksydazy NADPH,
ktora katalizuje szybkie wytwarzanie reaktywnego anionorodnika ponadtlenko-
wego (0,) [8, 17].

Oksydaza NADPH sktada si¢ z flawocytochromowej cze$ci katalitycznej (zto-
zonej z podjednostek p22°"* i gp91°*/NOX2 tworzacych cytochrom b, oraz ma-
tego biatka G — Rap1A) ulokowanej w btonach ziarnisto$ci komorkowych i w bto-
nie komoérkowej oraz podjednostek cytozolowych: p47°hox, p67ehox, p40rhox matego
biatka G — Rac2, Cdc42 i peroksyredoksyny p29 [18, 28, 65]. Podjednostka p22phx
peti funkcj¢ wlasciwej oksydazy, natomiast podjednostka gp91°™* funkcjonuje jak
kanat dla jonow H*. W regulacji aktywno$ci oksydazy biorg udziat: biatko p40rhx
oraz GTP-aza (Rac1/2). W nieaktywowanych neutrofilach podjednostki oksydazy
NADPH pozostajg rozdzielone i enzym jest nieaktywny. Preaktywacja wprowadza
neutrofile w ,,stan gotowos$ci”; nastgpuje przemieszczenie podjednostek oksydazy
NADPH w kierunku blony komérkowej i przygotowanie ich do szybkiego utworze-
nia aktywnego kompleksu enzymatycznego; przy czym na tym etapie nie obserwuje
si¢ wytwarzania ROS (ryc.2). Inicjacja sygnalizacji nast¢puje po zwigzaniu czynni-
ka preaktywujacego z receptorem (zwykle GPCR).

Najwazniejszg podjednostkg oksydazy NADPH jest p47°h*, Fragment C-kon-
cowy podjednostki p47°hox zawiera wiele potencjalnych miejsc fosforylacji obejmu-
jacych seryny rejonu sekwencji aminokwasowej 303-379. Fosforylacja tej podjed-
nostkijestkluczowymetapemaktywacjikompleksuenzymatycznego. W warunkach
in vitro podjednostka p47°"* jest fosforylowana przez szereg enzymow, miedzy
innymi PKC, PKA (kinaza bialkowa A), ERK1/2 (ERK1 (p44) lub ERK2 (p42);
kinaza zalezna od sygnatlu zewnatrzkomorkowego wystepujaca w dwoch izofor-
mach), p38 MAPK, Akt (kinaza bialkowa B), IRAK-4 (kinaza zwigzana z recep-
torem dla TNF), Src (kinaza serynowo-treoninowa) [17, 50]. Podczas preaktywa-
cji inicjowanej przez cytokiny prozapalne takie jak GM-CSF i TNF-a dochodzi



92 A. PANCZYSZYN

jedynie do czesciowej fosforylacji podjednostki p47°*x, GM-CSF indukuje akty-
wacje kinazy ERK1/2, podczas gdy TNF-a aktywuje kinazg p38 MAPK [5, 6, 14,
52]. Obie wymienione kinazy fosforyluja Ser*** z podjednostki p47°"* oksydazy
NADPH (ryc. 3). Ostatnie badania wykazaty, ze GM-CSF moze takze aktywowac
kinaze JAK?2 (kinaza Janusa 2), ktéra prawdopodobnie petni funkcje regulacyjne.
U pacjentéw z chorobami mieloproliferacyjnymi, u ktérych stwierdzono mutacje
JAK2 V617F obserwowano zalezng od kinazy JAK?2 hiperaktywacje oksydazy
NADPH [31].

[p40phox Ip47phox]
[ p67phox ]

RhoGDI @

neutrofile w stanie
spoczynku

p P P P
[p40phox Ip47phox

preaktywacja
neutrofilow

— A

p67phox

P ® ® @ g
[p40phox Ip47phox p22phox ]/+20'
p67phox gp91phox ]\202

5 @ Rac2¥ ) »
E aktywacja neutrofilow
=

RYCINA 2. Preaktywacja oksydazy NADPH
FIGURE 2. Priming of NADPH oxidase
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RYCINA 3. Szlaki sygnalizacyjne uruchamiane podczas preaktywacji neutrofiléow do wybuchu tleno-
wego (GEF — biatko zaangazowane w wymian¢g GDP na GTP, aktywujace male biatka G, MEK — ak-
tywator kinazy ERK, DG — diacyloglicerol, IP, - trifosforan inozytolu)

FIGURE 3. Signaling pathways during neutrophil priming to oxidative burst (GEF — guanine nucleotid
exchange factor, MEK — ERK activator kinase, DG — diacylglycerol, IP, — inositol 1,4,5-trisphosphate)

TNF-a aktywuje takze cytozolowa izomerazg peptydylowo-prolylowa Pinl,
ktora wigze sie z ufosforylowang Ser*® podjednostki p47°"*, co indukuje zmiany
konformacyjne utatwiajgce fosforylacje innych miejsc w podjednostce p47°ho* przez
kinaze biatkowa C [5]. Aktywacja izomerazy Pinl zachodzi rownolegle z egzocy-
tozg pecherzykow wydzielniczych i ziarnistosci zelatynazowych i jest konieczna
do preaktywacji neutrofilow przez TNF-a [52]. Poziom fosforylacji podjednost-
ki p47rter jest decydujacy dla jej przemieszczenia do btony komorkowej. Jednym
z najsilniej dziatajgcych na podjednostke p47P"* czynnikoéw preaktywujacych jest
ester forbolu (PMA). Wykazano, ze indukuje on fosforylacje p47°* w 8-9 miej-
scach prawdopodobnie przez biatkowa kinazg C [5]. Z kolei PAF w ogole nie ini-
cjuje fosforylacji p47°™*, natomiast inicjuje fosforylacje podjednostek p67rhox, p4Qrhox
iRac2 [6]. LPS, jeden zlepiej poznanych czynnikéw preaktywujacych neutrofi-
le, wywotuje fosforylacje i translokacje p47°™*, natomiast nie wplywa na pozosta-
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e podjednostki oksydazy NADPH [13]. Sam LPS w niskich stezeniach (< 5 ng/ml)
nie preaktywuje neutrofilow. Dopiero zwigzanie LPS z biatkiem no$nikowym LBP
(biatko wiazace lipopolisacharyd) obecnym w surowicy umozliwia przylaczenie si¢
kompleksu LPS-LBP do ko-receptora CD14 i przeniesienie go na kompleks recep-
torowy TLR4/MD2 [59, 75] oraz indukcj¢ sygnalizacji, w ktorej kluczowa role od-
grywa kinaza p38 MAPK [58, 85]. Kolejnym czynnikiem indukujacym fosforylacjg
podjednostki p47°h* jest zymosan, sktadnik $ciany komoérkowej Saccharomyces ce-
revisiae. Zymosan wigze si¢ z receptorem TLR2 i dektyng 1 na powierzchni neu-
trofilow i indukuje fosforylacje trzech seryn w podjednostce p47°™* (Ser’'s, Ser*?,
Ser*®), a takze aktywacje¢ biatka Rac2 za posrednictwem kinaz PI3K, p38 MAPK
i PKC [50]. Ufosforylowana podjednostka p47°°* ulega przemieszczeniu do btony
komorkowe;j, gdzie przytgcza si¢ do flawocytochromu b, [87]. Z kolei interleukina
8 dziata w dwojaki sposob, w pierwszych trzech minutach zwigksza zaleznag od Btk
(kinaza tyrozynowa Brutona) i ERK1/2 fosforylacje p47°"* oraz przemieszczenie si¢
flawocytochromu b, , p47°" i Rac2 do btony komoérkowej; natomiast po okoto 15
minutach ekspozycji zwigksza zalezng od Btk i ERK1/2 fosforylacje podjednostki
p677% i jej przemieszczenie do btony [29]. Interleukina 18 zwigksza fosforylacje
p38 MAPK [19, 84] oraz indukuje fosforylacje kinazy p125¥¥ (kinaza ptytek przy-
legania, FAK) zaangazowanej w przebudowg cytoszkieletu, ale podobnie do PAF
nie indukuje fosforylacji podjednostki p477', ani jej translokacji do btony pomimo
zwigkszenia wybuchu tlenowego po ekspozycji na fMLP [19]. Nowym czynnikiem
preaktywujacym neutrofile okazat si¢ zwigzek CL097, bedacy pochodng syntetycz-
nego zwiazku imidazolowego R848. Po zwiazaniu z receptorem TLR7/8 stymuluje
on fosforylacje podjednostki p47°Pho*w trzech miejscach (Ser*®, Ser®® i Ser*!%) za po-
srednictwem kinaz p38 MAPK, ERK1/2, PKC i izomerazy Pinl [49]. Wydaje sig, ze
podjednostka p47°"* pelni kluczows rolg w aktywacji oksydazy NADPH. Ostatnie
badania wykazaty, ze fragment C-koncowy p47°* odpowiada za autoinhibicj¢ tej
podjednostki, a fosforylacja Ser’™ petni funkcje ,,przetacznika” inicjujacego zmiany
konformacyjne umozliwiajace przytaczenie podjednostki p22°rhox do p47°hx[53].

W przeciwienstwie do podjednostki p47°hox, podjednostka p67°2x, ktorej rolg jest
prawdopodobnie regulacja katalitycznej aktywnosci cytochromu b, jest konsty-
tutywnie fosforylowana w neutrofilach bedacych w stanie spoczynku. W procesie
tym uczestniczy kinaza ERK1/2; a antagonistg tego procesu jest fosfataza PP1/2A
(biatkowa fosfataza-2A). Stymulacja komorek przez PMA i fMLP zwigksza poziom
fosforylacji podjednostki p67°2 [11].

Pelna aktywacja oksydazy NADPH nastgpuje po zwigzaniu czynnika aktywu-
jacego neutrofile z receptorem. Czesciowo ufosforylowane podczas preaktywacji,
cytozolowe podjednostki oksydazy NADPH podlegaja dalszej fosforylacji i facza
si¢ z podjednostkami btonowymi. Nastepuje przytaczenie Rac2 do podjednostki
p67°hx, W pehni aktywny kompleks oksydazy NADPH katalizuje powstanie aniono-
rodnika ponadtlenkowego w wyniku przeniesienia elektronu z NADPH na tlen cza-
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steczkowy. Z anionorodnika ponadtlenkowego powstaje nadtlenek wodoru w reak-
cji katalizowanej przez dysmutaze ponadtlenkowa (SOD). Wiekszo$¢ powstajacego
nadtlenku wodoru w neutrofilach ulega przeksztalceniu przez mieloperoksydaze
(MPO) w kwas podchlorawy, ktory jest najbardziej bakteriobdjczym utleniaczem.
Kwas podchlorawy reagujac z aminami powoduje powstanie chloramin. Ponadto
w neutrofilach powstajg wysoce reaktywne: tlen singletowy ('O,) oraz z udziatem
jonéw zelazawych rodniki hydroksylowe (-OH) (ryc. 4) [60].

Fe3+ OH +OH
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20, ¥ 20, 0,+H,0, _elaza o540,
NADPH
CI-\ mieloperoksydaza

HOCL + OH"

RYCINA 4. Schemat powstawania reaktywnych form tlenu w neutrofilach
FIGURE 4. Scheme of ROS production in neutrophil

BEONA KOMORKOWA I CYTOSZKIELET
PODCZAS PREAKTYWACJI

Preaktywacji towarzysza zmiany w obrebie cytoszkieletu, ktore zapoczatkowuja
zmiany morfologiczne konieczne do adhezji oraz fagocytozy. Bialka cytoszkieleto-
we wiaza sie z podjednostkami oksydazy NADPH i umozliwiaja im przemieszcze-
nie si¢ w kierunku blony komorkowej. Istotng role peini tutaj F-aktyna, ktorej prze-
grupowanie jest zwigzane z preaktywacja oksydazy NADPH i angazuje fosfolipazg
C, bialkowa kinazg C oraz GTPaz¢ Rho [4]. Moezyna i F-aktyna wiaza si¢ z pod-
jednostkami p47°ox i p40rhox oksydazy NADPH, natomiast kofilina z podjednostka
p67°her [65]. Aktyna ifodryna przemieszczajg si¢ w poblize blony komoérkowe;.
Fodryna przeplatajaca si¢ z widknami aktyny zostaje zakotwiczona na fosfatazie
blonowej (CD45), ktorej ilos¢ na powierzchni btony komorkowej wzrasta podczas
preaktywacji [69]. Z kolei na powierzchni komorki dochodzi do przemieszczenia
integryn i indukcji zwigzanej z nimi sygnalizacji. Obserwowano zwigkszenie ilosci
B2 integryn CD11b/CD18 (Mac-1) na powierzchni neutrofildow w wyniku dziatania
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czynnikow preaktywujacych takich jak: TNF-a [56, 77, 81], IL-8 [19, 47] czy PAF
[27, 74]. TNF-a dodatkowo wptywal na zwiekszenie migracji neutrofilow [56, 77]
indukujac sygnalizacj¢ z udziatem kinaz ERK1/2 oraz PI3K i p38 MAPK.
Wymienione powyzej czynniki preaktywujgce inicjujg sygnalizacje, w ktorej
kluczowa role odgrywa kinaza 3 fosfatydyloinozytolu (PI3K). PI3K aktywuje
L-plastyne, bialko, ktore wptywajac na filamenty aktynowe i grupowanie si¢ inte-
gryn modyfikuje aktywnos$¢ kinaz lub fosfataz regulujacych z kolei aktywnos¢ in-
tegryn. Ponadto PI3K aktywuje kinaze biatkowa C i w konsekwencji biatko Rho,
ktore bierze udziat w adhezji, a takze wptywa na cytohezyng 1, cytoplazmatycz-
ne biatko regulujace adhezje [79, 86]. Ostatnie badania wykazaty, ze biatko Rho
moze takze petnic role negatywnego regulatora preaktywacji hamujac ten proces
za posrednictwem formin [32]. W sygnalizacji inicjowanej podczas preaktywacji
istotng role odgrywaja takze kinazy z rodziny Src i szereg biatek adaptorowych,
w tym DAP12, SLP-76 (ryc. 5) [26, 28, 63]. Biatka wigzace aktyne: winkulina,
talina i paksylina ulegaja fosforylacji z udziatem kinaz Src i FAK i petnig funkcje
biatek adaptorowych pomiedzy aktyng a efektorami szlakow sygnalnych [22, 25, 30].
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RYCINA 5. Sygnalizacja inicjowana przez integryny i zmiany w obrgbie cytoszkieletu podczas pre-
aktywacji neutrofilow (FcRy — receptor dla regionu Fc przeciwciat, DAP12 — biatko adaptorowe za-
wierajace motyw przekazujacy sygnatly aktywujace — ITAM, CD43 — sjaloforyna)

FIGURE 5. Signaling initiated by integrins and cytoskeleton remodeling during neutrophil priming
(FcRy — Fc gamma receptor, DAP12 — immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) — con—
taining adaptor protein, CD43 — sialophorin)
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W preaktywacji role odgrywaja takze lipidowe czasteczki posredniczace, takie
jak leukotrieny (szczegolnie LTB,) czy kwas arachidonowy (AA). LTB4 jest czyn-
nikiem chemotaktycznym i preaktywuje neutrofile do adhezji do $rodbtonka [20].
Doktadny mechanizm dziatania wyzej wymienionych zwigzkdéw pozostaje nieznany.
W sygnalizacji indukowanej przez te zwiazki rolg¢ odgrywaja receptory GPCR oraz
kinazy MAPK. LTB4 aktywuje kinaze ERK1/2 i wywoluje przemieszczenie biatka
Rac2. Ponadto lipidowe mediatory moga aktywowa¢ biatkowa kinaze C (PKC) i ki-
naze 3-fosfatydyloinozytolu.

EGZOCYTOZA GRANUL PODCZAS PREAKTYWACJI
NEUTROFILOW

Ziarnistosci neutrofilowe powstajag we wezesnych etapach réznicowania si¢ neu-
trofilow z multipotencjalnej komorki macierzystej szpiku kostnego. Dojrzale neutro-
file zawieraja granule: azurofilne (pierwszorzedowe), specyficzne (drugorzedowe)
i zelatynazowe (trzeciorzedowe) (tab. 1). Oprocz ziarnistosci neutrofile zawieraja
takze pecherzyki sekrecyjne (zwane takze fosfasomami), ktére powstajg na drodze
endocytozy i magazynuja biatka blonowe m.in. f2 integryny, receptor dla sktadnika
dopetniacza 1 (CR1), receptory dla fMLP, a takze fosfataze alkaliczng [21, 45, 46, 55].

Preaktywacja zwigzana jest z czeSciowym uwolnieniem zawartosci granul trze-
ciorzedowych magazynujacych m.in. sktadniki oksydazy NADPH, a nastgpnie dru-
gorzedowych, co prowadzi do zwiekszenia ilosci btonowych receptorow i czasteczek
sygnalizacyjnych. Degranulacja ziarnistosci pierwszorzgdowych nastgpuje w wyniku
fagocytozy bakterii, jest przejawem petnej aktywacji komorek i podlega regulacji ze
strony GTP-az: Rac2 [54] i Rab27a [33]. Dla egzocytozy granul istotny jest wzrost
stezenia wapnia w komorce, a w szlakach sygnalnych regulujacych ten proces gltow-
ng role odgrywaja PI3K oraz PLC (ryc. 6) [62].

Stymulacja neutrofiléw za pomoca LPS powoduje translokacje flawocytochro-
mu b, zgranul specyficznych do btony komoérkowej [13] oraz receptora FPR1

(receptor dla fMLP) z granul trzeciorzgdowych [1, 9], atakze podjednostki G, ,
do btony komorkowej [34]. Wzrost ilosci receptoréw CD35 (receptor dla sktadni-
ka dopetniacza) i CD66b (CEACAMS, receptor dla galektyny 3) w blonie komor-
kowej po stymulacji za pomoca LPS i TNF-a $wiadczy o zaangazowaniu takze
pecherzykow sekrecyjnych w preaktywacje neutrofilow [78]. TNF-a poza zwigk-
szeniem ilo$ci receptorow dla fMLP na powierzchni btony inicjuje degranula-
cj¢ ziarnistosci specyficznych i zelatynazowych [74] oraz indukuje roéwnolegle
zwigkszenie ilosci CD11b 1 CD66b oraz obnizenie ilosci selektyny CD62L [81].
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Granule azurofilne Granule specyficzne Granule Zelatynazowe
(pierwszorzedowe) (drugorzedowe) (trzeciorzedowe)

o  mieloperoksydaza o receptory dla biatek o cytochrom bssg
(MPO) macierzy o  zelatynaza,
kwasne hydrolazy migdzykomorkowe;j o laktoferyna,
elastaza (fibronektyny, o lizozym
biatka witronektyny, lamininy, |o  biatka adhezyjne (m.in.
przeciwbakteryjne: fibrynogenu) CDI11b/CD18)
a-defensyna, o  metaloproteazy (MMP): | o  receptor dla fMLP
seprocydyna, kolagenoza i zelatynaza,
azurocydyna, biatko o [,-mikroglobulina
zwigkszajace o laktoferyna,
przepuszczalnosc¢ blon | o histaminaza,
bakteryjnych — BPI o lizozym

o  P-glukuronidaza, o Rapl, Rap2

o  P-glicerofosfataza, o leukolizyna

o proteinaza 3, o CDI1b/CD18

o  sialidaza, o CDI3, CD67, CD66

o CD63, CD68

TABELA 1. Najwazniejsze sktadniki granul neutrofilowych
TABLE 1. Content of neutrophil granules

Interleukiny IL-8 i IL-18 indukuja degranulacje z wydzieleniem elastazy [39, 84].
Natomiast PAF powoduje zwickszenie ilosci receptorow CR1, alkalicznej fosfatazy
oraz integryn CD11b/CD18 w wyniku degranulacji pecherzykow sekrecyjnych [28,
74]. Integryny takze inicjujg $ciezke sygnalng prowadzaca do degranulacji. Posred-
niczy w niej kinaza Pyk2. Badania na myszach wykazaty, Ze brak kinazy Pyk?2 skut-
kuje obnizong fosforylacjg paksyliny i czynnika wymiany nukleotydow Vav, a co za
tym idzie obnizong zdolno$ciag do degranulacji [35].

Wykazano, ze egzocytoza pecherzykoéw sekrecyjnych bedacych magazynem dla
podjednostek oksydazy NADPH pehi znaczacg role w aktywacji wybuchu tlenowe-
go we wnetrzu fagosomu, ale nie wplywa na aktywacje oksydazy NADPH w btonie
komorkowej. W egzocytozie ziarnistosci zelatynazowych oraz specyficznych bierze
udziat biatko SNAP-23; jego zablokowanie skutkowato zahamowaniem fuzji bton
otaczajacych ziarnisto$ci i obnizeniem wewnatrzkomorkowego wybuchu tlenowe-
go o ponad 60 procent. Jednoczesnie hamowanie wybuchu tlenowego w fagosomie
nie mialo wplywu na kinazy p38 MAPK i ERK1/2 aktywowane przez fMLP, co
prowadzito do zewnatrzkomorkowego wybuchu tlenowego [52, 76].
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Waznym czynnikiem regulujacym degranulacje ziarnistosci drugorzgdowych,
zelatynazowych oraz pecherzykow sekrecyjnych jest prozapalne biatko wiaza-
ce wapn: C1009A obecne w cytozolu neutrofilow. Biatko C1009A odpowiada za
wzrost ilosci czasteczek CD35 i CD66b na powierzchni neutrofilow i indukuje
fosforylacje kinaz p38 MAPK i ERK1/2 [66].

Poniewaz w odpowiedzi na czynniki preaktywujace nie dochodzi do catko-
witego uwolnienia enzymow proteolitycznych (gtéwnie zawartych w granulach
pierwszorzedowych), wydaje sig, ze preaktywacja nie powoduje zniszczenia ota-
czajacych miejsce infekcji zdrowych tkanek.
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p38 MAPK
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RYCINA 6. Szlaki sygnalne uruchamiane podczas degranulacji (Fgr — kinaza z rodziny Src, GEF —
biatko zaangazowane w wymian¢ GDP na GTP, aktywujace mate biatka G)

FIGURE 6. Signaling pathways during degranulation (Fgr — Src family kinase, GEF — guanine nucle-
otide exchange factor)
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ROLA PREAKTYWACJI NEUTROFILOW IN VIVO

Preaktywacja neutrofilow do wybuchu tlenowego chroni organizm i sprzy-
ja szybszej eliminacji patogendéw dzigki wzmozonej odpowiedzi neutrofilow na
czynniki aktywujace. Preaktywacje neutrofilow do wybuchu tlenowego in vivo
potwierdzono w eksperymentach podajac ochotnikom dozylnie TNF-a i GM-CSF.
Po podaniu wymienionych cytokin obserwowano zwigkszong produkcje nadtlenku
wodoru po ekspozycji na fMLP [38].

Preaktywacja neutrofilow do wybuchu tlenowego i1 degranulacji moze sprzy-
ja¢ rozwojowi niektorych schorzen. Liczne doniesienia literaturowe wskazu-
ja na udzial nadmiernie preaktywowanych neutrofilow w takich chorobach jak:
zespol ostrej niewydolnosci oddechowej [71], reumatoidalne zapalenie stawow
[36, 82], ostre uszkodzenie nerek [39] czy arterioskleroza [2, 68]. Wskazuje si¢
takze na udziat preaktywowanych neutrofiléw w nekrotycznym uszkodzeniu tka-
nek w przebiegu wielu chorob, w tym niedokrwistosci sierpowatokrwinkowej czy
retinopatii cukrzycowej [64]. Poza tym w eksperymentach na krolikach wykaza-
no, ze dozylne podanie kolejno LPS i fMLP powodowato zalezne od neutrofilow
uszkodzenie ptuc.

Neutrofile dysponujg mechanizmami zabijania pochtonietych drobnoustro-
jow, jednak w patologicznych sytuacjach moga niszczy¢ rowniez zdrowe tkanki.
Jak wspomniano powyzej rodniki tlenowe powstajace w wyniku wybuchu tle-
nowego moga uszkadza¢ biatka i lipidy komoérkowe oraz powodowa¢ mutacje
w materiale genetycznym. Dodatkowo enzymy uwalniane podczas degranulacji
mogg uszkadza¢ tkanki poprzez proteolityczng degradacje macierzy miedzyko-
morkowej. Uwalnianie ROS moze by¢ potggowane przez wysoki poziom cytokin
prozapalnych (np. TNF-a i GM-CSF) w miejscu zapalnym. Wykazano, ze neutro-
file izolowane z mazi stawowej 0sob chorych na reumatoidalne zapalenie stawow
byty juz preaktywowane do wybuchu tlenowego i wykazywatly czg¢sciowa fosfo-
rylacje podjednostki p47°hor oraz aktywacje kinaz ERK1/2 i p38 MAPK [12, 18].

DE-PREAKTYWACJA NEUTROFILOW

Neutrofile wykazuja zdolno$¢ do przejscia ze stanu preaktywacji do stanu spo-
czynkowego (ang. depriming), co wigze si¢ rowniez z ich powrotem do krwioobie-
gu. De-preaktywacj¢ neutrofilow in vitro jako pierwsza potwierdzita w badaniach
Kitchen 1 wspotpracownicy [40]. Wykazata ona, ze preaktywacja neutrofilow za po-
mocg PAF jest procesem w pelni odwracalnym, podczas ktorego w ciggu 30 minut
komorki staja sie niespolaryzowane i zmniejsza si¢ na ich powierzchni ilo$¢ inte-
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gryn CD11b/CD18; co wigcej komorki te byty zdolne do ponownej preaktywacji
pod wptywem PAF lub TNF-a.

Badania z uzyciem neutrofilow od o0sob chorych z ostrym uszkodzeniem phuc
jak 1 zespotem ostrej niewydolnosci oddechowej (ang. Acute Respiratory Distress
Syndrome, ARDS), a takze chorych na nieswoiste zapalenie jelit (ang. Inflammatory
Bowel Diseases, IBD) dowodza, Ze niezdolno$¢ neutrofilow do de-preaktywacji moze
przyczynia¢ si¢ do gorszego przebiegu niektorych schorzen, prowadzac do uszka-
dzania narzagdow w wyniku nagromadzania si¢ preaktywowanych i aktywowanych
neutrofilow [67, 71]. Opierajac si¢ o matematyczny model preaktywacji neutro-
filow Summers i wspolpracownicy [70] stwierdzili, ze wszystkie preaktywowane
neutrofile wykazuja zdolnos¢ do de-preaktywacji. Natomiast badania z uzyciem
znakowanych neutrofilow wykazaty, ze naczynia krwiono$ne ptuc mogg stanowic
kompartment, w ktérym neutrofile ulegajag de-preaktywacji. W eksperymentach
przeprowadzonych przez Summers i wspotpracownikow [72, 73] po dozylnym po-
daniu zdrowym osobom znakowanych i preaktywowanych ex vivo za pomocg PAF
neutrofilow, 100 procent komorek zostato zatrzymanych w plucach na okoto 40 mi-
nut, po czym okoto 90 procent neutrofiléw powrdcito do puli krazacej. Stad de-pre-
aktywacja wydaje si¢ spelniac istotng role w kontrolowaniu funkcji i zapobieganiu
nadaktywnos$ci neutrofiléw powracajacych do krwioobiegu, ale jej doktadny me-
chanizm pozostaje nieznany. Jak dotad nie wiadomo réwniez jakie czynniki inicjuja
de-preaktywacj¢ neutrofiléw i jakie szlaki sygnalne kontroluja ten proces.

PODSUMOWANIE

Preaktywacja neutrofilow w istotny sposob wplywa na ich bakteriobdjcze
wlasciwosci. Z jednej strony poteguje aktywacje neutrofiléw i przyczynia si¢ do
zwigkszonego wybuchu tlenowego oraz degranulacji. Z drugiej strony preaktywa-
cja chroni organizm przed nadaktywnoscig neutrofiléw i uszkodzeniem tkanek. Na
poziomie molekularnym preaktywacja regulowana jest przez szereg skomplikowa-
nych szlakéw sygnalnych indukowanych aktywacja r6znych receptorow (w wigk-
szosci GPCR). W preaktywacji do wybuchu tlenowego kluczowa role petni pod-
jednostka p47°"* oksydazy NADPH, ktorej fosforylacja jest etapem decydujacym
o mobilizacji podjednostek cytozolowych i polaczeniu ich z podjednostkami bto-
nowymi w aktywny kompleks. Doniesienia literaturowe wskazuja na odwracal-
no$¢ preaktywacji i na gorszy przebieg niektorych schorzen w przypadku zaburzen
de-preaktywacji. Poznanie mechanizmu de-preaktywacji moze przyczynié¢ si¢ do
opracowania nowych strategii terapeutycznych w leczeniu np. reumatoidalnego za-
palenia stawow czy nieswoistego zapalenia jelit.



102

(1]

(2]

(3]
(4]

(3]

(6]

[7]
(8]
(9]

[10]

(1]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

A.PANCZYSZYN

LITERATURA

Avrmkvist J, FALDT J, DAHLGREN C, LEFrFLER H, KaRrLssON A. Lipopolysaccharide-induced gelatinase
granule mobilization primes neutrophils for activation by galectin-3 and formylmethionyl-Leu-Phe.
Infect Immun 2001; 69: 832-837.

Battta R, Corsini A. Role of polymorphonuclear neutrophils in atherosclerosis: Current state and futu-
re perspectives. Atherosclerosis 2010; 210: 1-13.

BExKERING S, TorEnsmA R. Another look at the life of a neutrophil. World J Hematol 2013; 2: 44-58.
BengTsson T, OrseLius K, WETTERO J. Role of the actin cytoskeleton during respiratory burst in chemo-
attractant-stimulated neutrophils. Cell Biol Int 2006; 30: 154-163.

BousseTta T, GouGgEROT-PocipaLo MA, HavEM G, CiapPELLONI S, RaAaD H, ARABI DERKAWI R, BOURNIER
0O, Kroviarski Y, Zaou XZ, MaLter JS, Lu PK, BarteGL A, DANG PM, EL-BENNA J. The prolyl isomem
rase Pinl acts as a novel molecular switch for TNF-alpha-induced priming of the NADPH oxidase in
human neutrophils. Blood 2010; 116: 5795-5802.

BrowN GE, STEwaArT MQ, BisSONNETTE SA, ELia AE, WiLker E, Yarre MB. Distinct ligand-dependent
roles for p38 MAPK in priming and activation of the neutrophil NADPH oxidase. J Biol Chem 2004;
279: 27059-7068.

Brown KA, BrRam SD, PEarson JD, Epgeworth JD, LEwis SM, TrReEacHER DF. Neutrophils in develop-
ment of multiple organ failure in sepsis. Lancet 2006; 368: 157-169.

Byrunp J, BRown KL, Movitz C, DaHLGREN C, KARLssoN A. Intracellular generation of superoxide by
the phagocyte NADPH oxidase: how, where, and what for? Free Radic Biol Med 2010; 49:1834-1845.
Byrunp J, KarLsson A, Bouray F, DanLGren C. Lipopolysaccharide-induced granule mobilization and
priming of the neutrophil response to Helicobacter pylori peptide Hp (2-20), which activates formyl
peptide receptor-like 1. Infect Immun 2002; 70: 2908-2914.

ConpLirre AM, Kitchen E, CHiLvers ER. Neutrophil priming: pathophysiological consequences and
underlying mechanisms. Clin Sci 1998; 94: 461-471.

DanG PM, Raap H, Derkawi RA, Boussetta T, PacLeTr MH, BeLamBrl SA, Makni-MaaLes K, Kro-
VIARSKI Y, MOREL F, GouGeroT-PocipaLo MA, EL-BEnNa J. The NADPH oxidase cytosolic component
p67phox is constitutively phosphorylated in human neutrophils: Regulation by a protein tyrosine ki-
nase, MEK1/2 and phosphatases 1/2A. Biochem Pharmacol 2011; 82: 1145-1152.

DanG PM, StensBALLE A, BousseTta T, Raap H, DeEwas C, Kroviarski Y, Havem G, JENSEN ON, Goug-
EROT-PocipaLo Ma, EL-BENNA J. A specific p47phox-serine phosphorylated by convergent MAPKSs me-
diates neutrophil NADPH oxidase priming at inflammatory sites. J Clin Invest 2006; 116: 2033-2043.
DeLeo FR, RENEE J, Mccormick S, Nakamura M, ApiceLLa M, WEiss JP, Nauseer WM. Neutrophils
exposed to bacterial lipopolysaccharide upregulate NADPH oxidase assembly. J Clin Invest 1998,
101: 455-463.

Dewas C, DanG PM, GouGeroT-Pociparo MA, EL-Benna J. TNF — induces phosphorylation of p47(-
phox) in human neutrophils: partial phosphorylation of p47phox is a common event of priming of
human neutrophils by TNF and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. J Immunol 2003;
171, 4392-4398.

Dmvast D, Sun WY, Bonper CS. Neutrophil interactions with the vascular endothelium. Internat Immu-
nopharmacol 2013; 17: 1167-1175.

EL KeBIr D, FiLep JG. Role of neutrophil apoptosis in the resolution of inflammation. Scientific WorldJo-
urnal 2010; 10:1731-1748.

EL-Benna J, CHAN Dang PM, GouGeroT-Pociparo MA, Marie JC, Braut-Boucher F. p47phox, the
phagocyte NADPH oxidase/NOX2 organizer: structure, phosphorylation and implication in dise-
ases. Exp Mol Med 2009; 41: 217-225.

EL-BenNa J, My-CHAN DanG P, GouGeroT-PocipaLo M. Priming of the neutrophil NADPH oxidase
activation; role of p47phox phosphorylation and NOX2 mobilization to the plasma membrane. Semin
Immunopathol 2008; 30: 279-289.



[19]

[20]

[21]
[22]

(23]

[24]

[25]
[26]
[27]
(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]
[35]

[36]
[37]

PREAKTYWACJA NEUTROFILOW DO WYBUCHU TLENOWEGO 103

ELBim C, GuicHARD C, DANG PMm, Fay M, Pepruzzi E, DEmur H, Pouzer C, EL BExna J, GOUuGEROT-Po-
cipaLo MA. Interleukin-18 primes the oxidative burst of neutrophils in response to formyl-peptides:
role of cytochrome b558 translocation and N-formyl peptide receptor endocytosis. Clin Diagn Lab
Immunol 2005; 12: 436-446.

Eun JC, Moore EE, BaNeriEE A, KELHER MR, Kuan SY, Erzi DJ, McrLauGHLIN NJ, SiLivan CC.
Leukotriene b4 and its metabolites prime the neutrophil oxidase and induce proinflammatory acti-
vation of human pulmonary microvascular endothelial cells. Shock 2011; 35: 240-244.

FaurscHou M, BorrEGAARD N. Neutrophil granules and secretory vesicles in inflammation. Microbes
Infect 2003; 5: 1317-1327.

FERNANDEZ R, BoxerR LA, SucHARD SJ. Beta2 integrins are not required for tyrosine phosphorylation of
paxillin in human neutrophils. J Immunol 1997; 159: 5568-5575.

FiLma YV, Sarronova VG, GaBpouLkHAKOVA AG. Small G-proteins Ras, Rac and Rho in the regulation
of the neutrophil respiratory burst induced by formyl peptide. Biochem (Mosc) Suppl Ser A Membr
Cell Biol 2012, 6: 67-74.

Fu H, ByrLunp J, Karrsson A, PELLME S, DAHLGREN C. The mechanism for activation of the neutrophil
NADPH-oxidase by the peptides formyl-Met-Leu-Phe and Trp-Lys-Tyr-Met-Val-Met differs from
that for interleukin-8. Immunology 2004; 112: 201-210.

Fuortes M, JIN WW, Naruan C. Beta 2 integrin-dependent tyrosine phosphorylation of paxillin in hu-
man neutrophils treated with tumor necrosis factor. J Cell Biol 1994; 127, 1477-1483.

Furost K, Fopor S, Mocsar A. Neutrophil cell surface receptors and their intracellular signal transduc-
tion pathways. Int Immunopharmacol 2013;17: 638-650.

Gay JC. Mechanism and regulation of neutrophil priming by platelet-activating factor. J Cell Physiol
1993; 156: 189-197.

GRrOEMPING Y, LAPoUGE K, SMERDON SJ, RITTINGER K. Molecular basis of phosphorylation-induced acti-
vation of the NADPH oxidase. Cell 2003; 113: 343-355.

GuicHARD C, Pepruzzi E, DEwas C, Fay M, Pouzet C, BEns M, VANDEWALLE A, Ocier-DEenis E, Gou-
GeroT-PocibaLo MA, Eremv C. Interleukin-8-induced priming of neutrophil oxidative burst requires
sequential recruitment of NADPH oxidase components into lipid rafts. J Biol Chem 2005; 280:
37021-37032.

Hamasaxi K, Mimura T, MoriNo N, Furuya H, Nakamoto T, Aizawa S, MorimMoTo C, YAzAKT Y, Hiral
H, Nosyma Y. Src kinase plays an essential role in integrin-mediated tyrosine phosphorylation of Crk
associated substrate p130Cas. Biochem Biophys Res Commun 1996; 222: 338-343.
HuUrTADO-NEDELEC M, CSILLAG-GRANGE MJ, Bousserta T, BELAMBRI SA, Fay M, Cassinat B, Gouc-
EROT-PocipaLo MA, DaNG PM, EL-BENNA J. Increased reactive oxygen species production and p47phox
phosphorylation in neutrophils from myeloproliferative disorders patients with JAK2 (V617F) muta-
tion. Haematologica 2013; 98: 1517-1524.

JENNINGS RT, STRENGERT M, HavEs P, EL-BeEnna J, BrRakeBuscH C, Kusica M, Knaus UG. RhoA de-
termines disease progression by controlling neutrophil motility and restricting hyperresponsiveness.
Blood 2014; 123: 3635-3645.

JonnsoN JL, BRzeziNskA AA, ToLmacHovAa T, Munaro DB, ELLis BA, SEaBrA MC, HonG H, Carz SD.
Rab27a and Rab27b regulate neutrophil azurophilic granule exocytosis and NADPH oxidase activity
by independent mechanisms. Traffic 2010; 11: 533-547.

Kaanov DS, ProkHORENKO IR. Involvement of toll-like receptor 4 and Fc receptors gamma in human
neutrophil priming by endotoxins from Escherichia coli. Biochemistry (Mosc) 2013; 78: 185-193.
KAMEN LA, ScHLESSINGER J, LoweLL CA. Pyk2 is required for neutrophil degranulation and host defense
responses to bacterial infection. J Immunol 2011; 186:1656-1665.

KarLan MJ. Role of neutrophils in systemic autoimmune diseases. Arthritis Res Ther 2013; 15: 219
Kesnari RS, Jyott A, Dusey M, Kotnart N, Konrt M, BoGra J, BartawaL MK, Diksuir M. Cytokines
induced neutrophil extracellular traps formation: implication for the inflammatory disease condition.
PLoS One. 2012; 7: e48111.



104

[38]

[39]
[40]
[41]

[42]

[43]
[44]
[45]
[46]
[47]
[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]
[55]

[56]

[57]
[58]

[59]

A.PANCZYSZYN

Knwaia A, Carver JE, Linch DC. Interactions of Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
(CSF), Granulocyte CSF, and Tumor Necrosis Factor in the Priming of the Neutrophil Respiratory
Burst. Blood 1992; 79: 745-753.

Kinsey GR, Okusa MD. Role of leukocytes in the pathogenesis of acute kidney injury. Crit Care 2012,

16: 214.

KircHeN E, Rosst AG, ConpLirre AM, HasLeTT C, CHiLvers ER. Demonstration of reversible priming
of human neutrophils using platelet-activating factor. Blood 1996; 88: 4330-4337.

Kosayasur SD, Vovica JM, Burrak C, DeLeo FR. Neutrophils in the innate immune response. Arch
Immunol Ther Exp 2005; 53: 505-517.

KoenDERMAN L, KANTERS D, MAESEN B, RaauMAKERS J, LAMMERS JW, DE KRruUIF J, LOGTENBERG T.
Monitoring of neutrophil priming in whole blood by antibodies isolated from a synthetic phage anti-
body library. J Leukoc Biol 2000; 68: 58-64.

Koraczkowska E, Kusges P. Neutrophil recruitment and function in health and inflammation. Nat Rev
Immunol. 2013; 13: 159-175.

KovacH MA, Stanpirorp TJ. The function of neutrophils in sepsis. Curr Opin Infect Dis 2012; 25:
321-327.

Lacy P, Eitzen G. Control of granule exocytosis in neutrophils. Front Biosci 2008; 13: 5559-5570.
Lacy P. Mechanisms of Degranulation in Neutrophils. Allergy Asthma Clin Immunol 2006; 2: 98-108.
LeunG BP, CuLsnaw S, GrAcie JA, HUNTER D, CANETTI CA, CAMPBELL C, CuNHA F, LIEW FY, MCINNES
IB. A role for IL-18 in neutrophil activation. J Immunol 2001; 167: 2879-2886.

Ley K, Laubanna C, CyBursky MI, NoursHARGH S. Getting to the site of inflammation: the leukocyte
adhesion cascade updated. Nat Rev Immunol 2007; 7: 678-89.

MakNI-MAALE] K, Boussetta T, HUrRTADO-NEDELEC M, BELAMBRI SA, GOUGEROT-PocipALO MA,
Er-Benna J. The TLR7/8 agonist CL097 primes N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine-stimulated
NADPH oxidase activation in human neutrophils: critical role of p47phox phosphorylation and the
proline isomerase Pinl. J Immunol 2012; 189: 4657-4665.

MAakNI-MAALE] K, CHIANDOTTO M, HURTADO-NEDELEC M, BEDOUHENE S, GOUGEROT-PocipaLO MA,
Danc PM, EL-Benna J. Zymosan induces NADPH oxidase activation in human neutrophils by ina
ducing the phosphorylation of p47phox and the activation of Rac2: involvement of protein tyrosine
kinases, PI3Kinase, PKC, ERK1/2 and p38MAPkinase. Biochem Pharmacol 2013; 85: 92-100.
Maroszka N, Dziaro J, Tokarz-Deptura B, Deprura W. NET and NETosis-new phenomenon in imm
munology. Postepy Hig Med Dosw 2012; 66: 437-445.

MctreisH KR, UriarRTE SM, TanpoN S, CReep TM, LE J, WarD RA. Exocytosis of neutrophil granule
subsets and activation of prolyl isomerase 1 are required for respiratory burst priming. J Innate Immun
2013; 5: 277-289.

MeuLes DN, Fan LM, HowriN BJ, Li JM. Molecular Insights of p47phox Phosphorylation Dy-
namics in the Regulation of NADPH Oxidase Activation and Superoxide Production. J Biol Chem
2014; 289: 22759-22770.

MircreLL T, Lo A, Logan MR, Lacy P, Eitzen G. Primary granule exocytosis in human neutrophils is
regulated by Rac-dependent actin remodeling. Am J Physiol Cell Physiol 2008; 295: C1354-65.
MotLLiNepo F. Human neutrophil granules and exocytosis molecular control. /mmunologia 2003; 22:

340-358.

Montecucco F, STErreNs S, BURGER F, DA Costa A, Bianchi G, BErRToLoTTO M, MACH F, DALLEGRI
F, OttonELLO L. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) induces integrin CD11b/CD18 (Mac-1) up
-regulation and migration to the CC chemokine CCL3 (MIP-1alpha) on human neutrophils through
defined signalling pathways. Cell Signal 2008; 20: 557-568.

Naccache PH. Signalling in Neutrophils: A Retro Look. ISRN Physiology 2013; 1-13.

NewTton K, Dixit VM. Signaling in Innate Immunity and Inflammation. Cold Spring Harb Perspect Biol
2012; 4: pii: a006049.

Park BS, Song DH, Kiv HM, Cuor BS, Lee H, Lee JO. The structural basis of lipopolysaccharide
recognition by the TLR4-MD-2 complex. Nature 2009; 458: 1191-1195.



[60]
[61]

[62]

[63]
[64]

[65]

[66]
[67]

[68]
[69]

[70]
[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]
[80]

[81]

PREAKTYWACJA NEUTROFILOW DO WYBUCHU TLENOWEGO 105

RosmsoN JM. Reactive oxygen species in phagocytic leukocytes. Histochem Cell Biol 2008; 130:
281-297.

Rupa J, LEwanpowski K. Granulopoeza: od roli zaangazowanych genéw do czynnikow transkrypcyj-
nych i cytokin. Acta Haematol Pol 2006; 37: 485-504.

Saro T, Hongu T, Sakamoto M, FunakosH Y, KanaHo Y. Molecular Mechanisms of N-Formyl-Methio-
nyl-Leucyl-Phenylalanine-Induced Superoxide Generation and Degranulation in Mouse Neutrophils:
Phospholipase D Is Dispensable. Mol Cell Biol 2013; 33: 136-145.

ScayMEINSKY J, Mocsar A, WaLzoG B. Neutrophil activation via beta2 integrins (CD11/CD18): molecu-
lar mechanisms and clinical implications. Thromb Haemost 2007; 98: 262-273.

SeGeL GB, HaLterMAN MW, LicutMaN MA. The paradox of the neutrophil’s role in tissue injury. J
Leukoc Biol 2011; 89: 359-372.

SueppARD FR, KELHER MR, MoorE EE, McLAUGHLIN NJD, BANERJEE A, SiLLiMAN CC. Structural orga-
nization of the neutrophil NADPH oxidase: phosphorylation and translocation during priming and
activation. J Leukoc Biol 2005; 78: 1- 8.

SmvarD JC, GIRARD D, Tessier PA. Induction of neutrophil degranulation by SI00A9 via a MAPK-de-
pendent mechanism. J Leukoc Biol 2010; 87: 905-914.

SINGH NR, JonunsoN A, PETERS AM, BaBaRr J, CHILVERS ER, SumMmERs C. Acute lung injury results from
failure of neutrophil de-priming: a new hypothesis. Eur J Clin Invest 2012; 42: 1342-1349.
Soehnlein O. Multiple Roles for Neutrophils in Atherosclerosis. Circ Res 2012; 110: 875-888.

STiE J, JEsarmis AJ. Reorganization of the human neutrophil plasma membrane is associated with func-
tional priming: implications for neutrophil preparations. J Leukoc Biol 2007; 81: 672-685.

Summers C, CHILVERS ER, PETERs AM. Mathematical modeling supports the presence of neutrophil
depriming in vivo. Physiol Rep 2014; 20: ¢00241.

SummERs C, Rankin SM, ConpLirre AM, SinGH N, PETERs AM, CHiLvers ER. Neutrophil kinetics in
health and disease. Trends Immunol 2010; 31: 318-324.

SumMERs C, SINGH NR, WHITE JF, Mackenzie IM, JounsToN A, Soranki C, Baran KK, PETERS AM,
CHivers ER. Pulmonary retention of primed neutrophils: a novel protective host response, which is
impaired in the acute respiratory distress syndrome. Thorax 2014; 69: 623-629.

SumMERs CJF, WHITE N R, Singh IM, MAckeNzIE A, JounsToN KK, Baran K, PETERs A, CHILVERS ER.
Establishing the pulmonary transit time of primed and unprimed neutrophils in man. Thorax 2009;
64:A3

Swam SD, Roun TT, Quinny MT. Neutrophil priming in host defense: role of oxidants as priming agents.
Antioxid Redox Signal 2002; 4: 69-83.

Tsukamoto H, FukuboMEe K, Takao S, Tsunevostr N, Kimoto M. Lipopolysaccharide-binding pro-
tein-mediated Toll-like receptor 4 dimerization enables rapid signal transduction against lipopolysac-
charide stimulation on membrane-associated CD14-expressing cells. Int Immunol 2010; 22: 271-80.
URIARTE SM, RANE MJ, LuermaN GC, Baratt MT, WarRD RA, Nauseer WM, McieisH KR. Granule
exocytosis contributes to priming and activation of the human neutrophil respiratory burst. J Immunol
2011; 187: 391-400.

Vork AP, BarBER BM, Goss KL, Rurr JG, Heise CK, Hook JS, MoreLAND JG. Priming of neutrophils
and differentiated PLB-985 cells by pathophysiological concentrations of TNF-a is partially oxygen
dependent. J Innate Immun 2011; 3: 298-314.

Warp RA, Nakamura M, McreisH KR. Priming of the neutrophil respiratory burst involves p38 mi-
togen-activated protein kinase-dependent exocytosis of flavocytochrome b558-containing granules. J
Biol Chem 2000; 275: 36713-36719.

WiLLiams MA, SoLoMkIN Js. Integrin-mediated signaling in human neutrophil functioning. J Leukoc
Biol 1999; 65: 725-736.

Witko-Sarsat V, PEDERZOLI-RIBEIL M, HirscH E, Sozzant S, CassateLLa MA. Regulating neutrophil
apoptosis: new players enter the game. Trends Immunol 2011; 32:117-124.

WITTMANN S, ROTHE G, Schmitz G, FroHLich D. Cytokine upregulation of surface antigens correlates to
the priming of the neutrophil oxidative burst response. Cyfometry A 2004; 57: 53-62.



106

[82]
[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

A.PANCZYSZYN

WriGHT HL, Moots RJ, Epwarps SW. The multifactorial role of neutrophils in theumatoid arthritis Nat
Rev Rheumatol 2014; 10: 593-601.

WricHt HL, Moots RJ, BucknaLL RC, Epwarps SW. Neutrophil function in inflammation and inflam-
matory diseases. Rheumatology (Oxford) 2010; 49: 1618-1631.

WrymaN TH, DiINARELLO CA, BANERJEE A, GAMBONI-ROBERTSON F, HIESTER AA, ENGLAND KM, KELHER
M, SiLiman CC. Physiological levels of interleukin-18 stimulate multiple neutrophil functions through
p38 MAP kinase activation. J Leukoc Biol 2002; 72: 401-409.

Yan SR, Ar-Hertant W, Byers D, Bortorusst R. Lipopolysaccharide-Binding Protein- and CD14-De-
pendent Activation of Mitogen-Activated Protein Kinase p38 by Lipopolysaccharide in Human Neutro-
phils is Associated with Priming of Respiratory Burst. Infect Immun 2002; 70: 4068-4074.

Yang HW, Suin MG, Lee S, Kim JR, Park WS, CHo KH, MEYER T, HEo WD. Cooperative activation of
PI3K by Ras and Rho family small GTPases. Mol Cell 2012; 47: 281-290.

Zuan 'Y, HE D, NEwBURGER PE, Znou GW. p47(phox) PX domain of NADPH oxidase targets cell
membrane via moesin-mediated association with the actin cytoskeleton. J Cell Biochem 2004; 92:
795-809.

Redaktor prowadzgcy — Jerzy Kawiak

Otrzymano: 11.08.14

Przyjeto: 19.11.14

Anna Panczyszyn

Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej
Uniwersytet Opolski

ul. Kominka 6a, 45-032 Opole

tel.: 077 4016050

Sfax: 077 4016051

e-mail: apanczyszyn@uni.opole.pl



