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czas mechanizm, poprzez który neutrofile 
mogą walczyć z patogenami. W trakcie tego 
procesu, aktywowane neutrofile uwalnia-
ją na zewnątrz swój DNA w postaci włó-
kien chromatyny, do których przyłączone 
są histony i białka pierwotnie znajdujące 
się w ziarnistościach obecnych w cytopla-
zmie neutrofili (Brinkmann i współaut. 2004) 
(Ryc. 1A). Chociaż w swojej oryginalnej pra-
cy poświęconej odkryciu i charakterystyce 
NET, zespół Arturo Zychlinskiego stwierdził, 
że wyrzucające je neutrofile pozostają przy 
życiu, kolejne prace tego zespołu donosi-
ły o śmierci neutrofila w czasie tego proce-
su, który został z czasem nazwany NETozą 
(ang. NETosis) (Steinberg i Grinstein 2007) 
(Ryc. 1B). Dalsze badania wykazały jednak, 
że tworzenie NET może zachodzić poprzez 
szybki, niepowodujący przerwania błony i 
w konsekwencji śmierci neutrofila, wyrzut 
sieci przez system pęcherzyków (Pilsczek i 
wspołaut. 2010). Zjawisko to potwierdzono 
następnie przy pomocy mikroskopii przyży-
ciowej w badaniach, które pokazały, że po 
wyrzuceniu NET neutrofile dalej fagocytują 
bakterie i przemieszczają się w ich kierunku 
(Yipp i Kubes 2016) (Ryc.  1C). Taki typ 
śmierci określono jako „przyżyciową NETo-
zę” (ang. vital NETosis), przeciwstawiając ją 
„litycznej NETozie” (ang. lytic NETosis) koń-
czącej się przerwaniem błony komórkowej i 
śmiercią neutrofila (Ryc. 1B vs 1C). Obecnie 
odchodzi się jednak od tej nomenklatury, 
postulując zaprzestanie stosowania terminu 
NEToza. 

WSTĘP

Neutrofile stanowią pierwszą linię obrony 
organizmu przed patogenami (Kolaczkowska 
i Kubes 2013). Komórki te są produkowane 
w szpiku kostnym i sukcesywnie uwalnia-
ne do układu krążenia, jako w pełni zróż-
nicowane neutrofile wyposażone w liczne 
ziarnistości ulokowane w cytoplazmie (Bor-
regaard 2010). Krążące we krwi neutrofile 
mogą być następnie rekrutowane w miejsce 
zakażenia lub sterylnego zapalenia, w odpo-
wiedzi na czynniki zapalne (Kolaczkowska i 
Kubes 2013, Nauseef i Borregaard 2014). 
Spośród leukocytów obecnych w krążeniu, 
neutrofile jako pierwsze migrują do miejsca 
zakażenia, w którym rozpoczynają aktywną 
eliminację patogenów, korzystając z szero-
kiego zakresu „narzędzi”, do których moż-
na zaliczyć fagocytozę, degranulację i wyrzut 
zewnątrzkomórkowych sieci neutrofilowych 
(ang. neutrophil extracellular traps, NET). 
Dwa pierwsze mechanizmy zostały opisane 
bardziej szczegółowo w pracy Cichoń i Ko-
łaczkowskiej w tym zeszycie KOSMOSU.

Rolą NET jest łapanie, unieruchomienie, 
ułatwienie fagocytozy, a w niektórych sytu-
acjach także zabijanie uwięzionych mikro-
organizmów (Brinkmann i współaut. 2004, 
Kolaczkowska i Kubes 2013, Kolaczkowska 
i współaut. 2015). Neutrofilowe sieci zewną-
trzkomórkowe, oryginalnie odkryte i opisane 
przez zespół Arturo Zychlinskiego z Insty-
tutu Maxa Plancka w Berlinie (Niemcy) w 
2004 r., stanowią nowy, nieznany dotych-
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2011, Yu i Su 2013), układowym zapaleniu 
małych naczyń (Kessenbrock i współaut. 
2009), a także w patologiach związanych z 
krzepnięciem krwi (Fuchs i współaut. 2010, 
Martinod i współaut. 2013) oraz w przebie-
gu sepsy (Clark i współaut. 2007, Kolacz-
kowska i współaut. 2015, Czaikoski i współ-
aut. 2016). Co więcej, jak wskazują najnow-
sze doniesienia, NET biorą także udział w 
patogenezie łuszczycy (Hu i współut. 2016, 
Skrzeczynska-Moncznik i współaut. 2017).

BUDOWA NET ORAZ PROCESY 
PROWADZĄCE DO ICH POWSTANIA

Neutrofilowe sieci zewnątrzkomórkowe 
to struktury, na których rdzeń składają się 
gładkie włókna chromatyny o średnicy 15-17 
nm, w obrębie których występują kuliste do-
meny białkowe o średnicy 25 nm. Agregują 
one w większe nici, których średnica może 

NET niewątpliwie odgrywają ważną rolę 
w walce z infekcją, co udowodniono ekspe-
rymentalnie zarówno w badaniach na my-
szach, jak również badając neutrofile czło-
wieka. Myszy niezdolne do wytworzenia 
neutrofilowych sieci zewnątrzkomórkowych 
są bowiem bardziej podatne na infekcje 
bakteryjne (Li i współaut. 2010), natomiast 
pacjenci, których neutrofile nie wytwarza-
ją NET cierpią na zagrażające życiu, na-
wracające infekcje, np. grzybicze (Bianchi i 
współaut. 2009). Po początkowym skupie-
niu się na niewątpliwie pozytywnych stro-
nach wyrzutu NET przez neutrofile, z cza-
sem zaczęto zauważać skutki uboczne ich 
tworzenia, wynikające m.in. z udziału sieci 
w wielu chorobach autoimunizacyjnych, w 
tym w reumatoidalnym zapaleniu stawów 
(RZS) (Khandpur i współaut. 2013, Wrigh-
ti współaut. 2014), toczniu rumieniowatym 
układowym (Bosch 2011, Lande i współaut. 

Ryc. 1. Budowa sieci NET oraz dwa udokumentowane mechanizmy powstania sieci: przyżyciowy (vital 
NETosis) i związany ze śmiercią neutrofila (lytic NETosis). 

(A) Szkieletem każdej sieci są nici zdekondesowanego DNA, do których przyłączone są białka i enzymy uwolnione z 
ziarnistości neutrofilowych. Są to m.in. elastaza neutrofilowa (NE), mieloperoksydaza (MPO), histony (H), katepsyna 
G (KatG), lizozym (LIZ) czy α-defensyny (DEF). Zgodnie z danymi literaturowymi, wyrzut NET z neutrofili może się 
wiązać ze śmiercią komórki (B), ale także nie musi prowadzić do śmierci neutrofila (C). W obu przypadkach do-
chodzi do strawienia otoczki jądrowej i błon otaczających ziarnistości, w konsekwencji czego dochodzi do łączenia 
się DNA z białkami pochodzącymi z ziarnistości. (B) W przebiegu NETozy litycznej sieci uwalniane są z neutrofila 
poprzez rozerwanie błony komórkowej. (C) W przypadku NETozy przyżyciowej NET są uwalniane przez system pę-
cherzyków wydzielniczych. Mechanizm ten nie wiąże się z uszkodzeniem błony komórkowej dzięki czemu neutrofil 
żyje i może dalej pełnić swoje funkcje: fagocytować i aktywnie się przemieszczać.
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cytrulinacji histonów. Proces ten jest zależ-
ny od aktywacji deiminazy peptydyloargininy 
4 (ang. peptidylarginine deiminase 4, PAD4), 
enzymu którego główną funkcją jest mody-
fikacja histonów, polegająca na ich citruli-
nacji, czyli zastąpieniu w resztach histonów 
H2A, H3 i H4 aminokwasu argininy przez 
cytrulinę (Makrygiannakis i współaut. 2006, 
Li i współaut. 2010). Proces ten wiąże się 
ze zmianą ładunku pozytywnie naładowanej 
argininy, na pozbawioną ładunku cytruli-
nę, co w efekcie prowadzi do dekondensacji 
DNA w obrębie jądra komórkowego (Wang i 
współaut. 2009). Dodatkowo postuluje się, 
że w proces tworzenia NET zaangażowana 
jest także elastaza neutrofilowa. Zatem pro-
teaza ta jest nie tylko składową sieci, ale 
również uczestniczy w ich tworzeniu. Wyni-
ki wskazują bowiem, że NE przemieszcza się 
z ziarnistości azurofilnych neutrofila do ją-
dra komórkowego, gdzie aktywnie włącza się 
w dekondensację chromatyny, tnąc histony 
łącznikowe H1 (Papayannopoulos i współ-
aut. 2010). Rola NE w tworzeniu NET zo-
stała potwierdzona zarówno na izolowanych 
neutrofilach, jak i na myszach laboratoryj-
nych. Stwierdzono na przykład, że u myszy 
nokaut nieprodukujących tego enzymu, two-
rzenie NET jest bardzo osłabione (Kolacz-
kowska i współaut. 2015). Jednak istnieją 
także doniesienia wskazujące na to, że my-
szy nieprodukujące NE mogą wyrzucać sie-
ci (Martinod i współaut. 2016). Więcej in-
formacji na temat mechanizmów tworzenia 
NET, w tym znaczenia reaktywnych form 
tlenu, elastazy neutrofilowej i mielopoeroksy-
dazy przedstawiono w artykule Pijanowski i 
współaut. w tym zeszycie KOSMOSU.

ZŁE STRONY NEUTROFILOWYCH SIECI 
ZEWNĄTRZKOMÓRKOWYCH

Oprócz niewątpliwych zalet tworzenia 
NET, w tym lepszej kontroli zwłaszcza po-
czątkowej fazy infekcji, zaleganie sieci w 
tkankach i naczyniach krwionośnych, wy-
nikające z nich nieprawidłowego usuwa-
nia, powoduje uszkodzenia tkanek własnych 
(Kolaczkowska i Kubes 2013, Yipp i Kubes 
2016). Z drugiej strony, obecność w prze-
strzeni pozakomórkowej białek, które w sta-
nie homeostazy tam nie występują, może 
powodować aktywację układu odpornościo-
wego. Leukocyty odpowiedzi wrodzonej, w 
tym makrofagi i komórki dendrytyczne, 
mogą bowiem rozpoznawać takie struktury 
jako wzorce molekularne związane z zagro-
żeniem/uszkodzeniem (ang. danger/damage 
associated molecular patterns, DAMP), pre-
zentować je limfocytom Th, w tym Th2, i 
indukować produkcję przeciwciał przez pla-
zmocyty (zaktywowane limfocyty B) (Chen i 

osiągać nawet 50 nm (Brinkmann i współ-
aut. 2004, Brinkmann i Zychlinsky 2007). W 
swojej oryginalnej pracy zespół Zychlinskie-
go, posługując się metodą immunofluore-
scencji wykazał, że w obrębie włókien chro-
matyny wyrzuconej przez neutrofile obecne 
są także białka pierwotnie znajdujące się w 
ziarnistościach neutrofilowych. Zidentyfiko-
wano i zwizualizowano w ten sposób biał-
ka ziarnistości pierwszorzędowych takie jak: 
elastaza neutrofilowa (ang. neutrophil ela-
stase, NE), katepsyna G i mieloperoksydaza 
(ang. myeloperoxidase, MPO), a także ziar-
nistości drugorzędowych i trzeciorzędowych 
jak: laktoferyna i żelatynaza (Brinkmann i 
współaut. 2004). Dalsze analizy, przy uży-
ciu spektrometrii mas, wykazały obecność w 
obrębie neutrofilowych sieci białek, które w 
niestymulowanych neutrofilach znajdują się 
w jądrze, ziarnistościach i cytoplazmie. Spo-
śród białek jądrowych potwierdzono obec-
ność wszystkich czterech podtypów białek 
histonowych, natomiast wśród białek wystę-
pujących w ziarnistościach, oprócz znanych 
już wcześniej, wykazano obecność niezna-
nych dotąd składowych NET jak: azurocydy-
na, lizozym i α-defensyny (Urban i współaut. 
2009) (Ryc. 1A). Analiza ilościowa wykazała, 
że białkami najliczniej występującymi w ob-
rębie NET są białka histonowe, które stano-
wią 70% wszystkich protein w obrębie sieci 
(Urban i współaut. 2009).

Mechanizmy prowadzące do wyrzutu NET 
przez silnie aktywowane neutrofile są ciągle 
przedmiotem badań zarówno na poziomie 
komórkowym, jak i molekularnym. Jednym 
z wyzwań związanych z badaniami nad NET 
jest ich obserwacja in vivo (in situ w naczy-
niach krwionośnych lub tkankach objętych 
zapaleniem), dlatego też zdecydowana więk-
szość wyników pochodzi z badań in vitro. 
Ten typ badań nie zawsze poprawnie od-
zwierciedla warunki panujące w żywym or-
ganizmie (kompleksowość warunków środo-
wiskowych, obecność różnych typów komó-
rek i tkanek) i wydaje się mieć szczególnie 
krytyczne znaczenie w badaniach nad NET. 
Wielokrotnie bowiem wyniki otrzymane in vi-
tro nie były potwierdzane w układach in vivo. 
Na przykład, liczne badania in vitro wskazu-
ją na zależność wyrzutu NET od wytworze-
nia reaktywnych form tlenu (ang. reactive 
oxygen species, ROS), wynikającego z akty-
wacji kompleksu oksydazy NADPH (Fuchs i 
współaut. 2007, Rochael i współaut. 2015). 
Jednak badania in vivo na myszach trans-
genicznych typu nokaut, nieprodukujących 
niektórych podjednostek oksydazy NADPH, 
nie potwierdziły roli ROS w wyrzucie NET 
(Kolaczkowska i współaut. 2015). Mechani-
zmem, który został potwierdzony zarówno w 
warunkach in vitro, jak i in vivo, jest proces 
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oraz licznych proteaz, i w ten sposób pro-
wadzą do zmian zapalnych w naczyniach 
krwionośnych (Chen i Kallenberg 2009). 
Pierwsze przesłanki łączące tworzenie NET ze 
stanami patologicznymi odnotował w 2009 
r. zespół Kessenbrocka, który wykazał, że 
MPO i PR3 są składnikami NET obecnych w 
naczyniach chorych na SVV oraz jednocze-
śnie, że przeciwciała ANCA (konkretnie prze-
ciwciało anty-PR3) mogą wywoływać wyrzut 
NET przez neutrofile na zasadzie sprzężenia 
zwrotnego dodatniego: więcej NET-więcej AN-
CA-więcej NET, tworzonych przez następ-
ną falę neutrofili (Kessenbrock i współaut. 
2009). Jednocześnie, kompleksy DNA-MPO, 
będące częścią NET, są wykrywane w krąże-
niu chorych na SVV, a ich poziom koreluje 
ze stopniem zaawansowania choroby. Ponad-
to, zewnątrzkomórkowy DNA z przyłączony-
mi histonami, MPO i PR3, wykryto w biop-
sjach pobranych z nerek pacjentów z SVV, 
co wskazuje, że tworzenie NET ma miejsce 

Nuñez 2010). Istnieje wiele chorób, których 
przyczyna lub przebieg zostały powiązane z 
nadmiernym lub przewlekłym tworzeniem 
NET, albo ich nieprawidłowym usuwaniem 
(Ryc. 2). Przykładowo, za jedną z przyczyn 
rozwoju układowego zapalenia naczyń ma-
łych (ang. small-vessel vasculitis, SVV) uwa-
ża się tworzenie autoprzeciwciał określanych 
skrótem ANCA (ang. anti-neutrophil cyto-
plasmic antibodies), skierowanych przeciwko 
białkom obecnym w ziarnistościach neutrofi-
li, wykazujących duże powinowactwo zwłasz-
cza w stosunku do MPO i proteinazy  3 
(PR3) (Yoshida i współaut. 2013, O’Sulli-
van i współaut. 2015). SVV to nawracająca 
choroba autoimmunizacyjna, która prowadzi 
do nekrotycznych stanów zapalnych małych 
naczyń krwionośnych i kapilar, powodując 
uszkodzenia zwłaszcza w nerkach, płucach, 
skórze i nerwach obwodowych. Co ciekawe, 
przeciwciała ANCA mogą oddziaływać na 
neutrofile, aktywując je do produkcji ROS 

Ryc. 2. Wpływ NET na wywołanie i/lub przebieg niektórych chorób.

ACPA, przeciwciała przeciwko cytrulinowanym białkom; ANCA, przeciwciała przeciwko białkom obecnym w ziarni-
stościach neutrofili; LL37, katelicydyna, peptyd bakteriobójczy; MPO, mieloperoksydaza; PR3, proteaza serynowa 3; 
RA, reumatoidalne zapalenie stawów; SLE, toczeń rumieniowaty układowy; SVV, układowe zapalenie małych naczyń.



627Wyrzut zewnątrzkomórkowych sieci neutrofilowych (NET)

kwencją jest zniszczenie chrząstki stawowej 
(Viatte i współaut. 2013). Zapalenie i znisz-
czenie stawów jest wynikiem napływu do 
przestrzeni maziowej stawu leukocytów ta-
kich jak: limfocyty, makrofagi i neutrofile, 
które wydzielają prozapalne mediatory: cyto-
kiny, chemokiny i prostaglandyny (Wright i 
współaut. 2014). Wśród komórek obecnych 
w mazi stawowej najliczniejszą grupę sta-
nowią neutrofile, które przyczyniają się do 
degradacji chrząstki, wydzielając proteazy 
takie jak: metaloproteinaza macierzy zewną-
trzkomórkowej 8 (MMP-8), MMP-9, NE, ka-
tepsyna G i PR3 (Murphy i Nagase 2008). 
Ryzyko wystąpienia RA u osób obciążonych 
genetycznie ulega znaczącemu zwiększeniu 
przez czynniki środowiskowe, które powodu-
ją modyfikacje białek gospodarza, w tym ich 
cytrulinację, co w efekcie prowadzi do utra-
ty tolerancji immunologicznej w stosunku 
do tych własnych białek (Chemin i współ-
aut. 2016). Cytrulinacja białek prowadzi do 
wytworzenia autoprzeciwciał skierowanych 
przeciwko tym nowopowstałym autoanty-
genom, a takie przeciwciała są określane 
skrótem ACPA (ang. anti-citrullinated pro-
tein antibodies) (Pratesi i współaut. 2014). 
Jednymi z najczęściej występujących cytru-
linowanych autoantygenów są: wimentyna, 
antytrombina, α-enolaza, fibrynogen i histo-
ny, które są elementami NET (Khandpur i 
współaut. 2013). Jak już wspomniano, cy-
trulinacja tych ostatnich przez enzym PAD4 
jest niezbędnym etapem w trakcie formowa-
nia sieci NET (Wang i współaut. 2009), a w 
przebiegu RA sieci są zarówno źródłem au-
toantygenów, jak i celem dla autoprzeciwciał 
ACPA (Chowdhury i współaut. 2014). Wyka-
zano, że zwiększona zdolność neutrofili osób 
chorych na RA do wyrzutu NET istotnie ko-
reluje z wysokim poziomem ACPA (Khandpur 
i współaut. 2013). Również w tym przypad-
ku przeciwciała ACPA są w stanie pobudzać 
powstawanie sieci, a kontakt NET z komór-
kami błony stawowej aktywuje te drugie do 
produkcji czynników zapalnych (Khandpur i 
współaut. 2013).

NET są także zaangażowane w tworzenie 
zakrzepic, w tym zakrzepicy żył głębokich 
(ang. deep vein thrombosis, DVT). Krzepnię-
cie krwi to proces fizjologiczny, który może 
być przykładem tego jak intensywność two-
rzenia NET determinuje, czy będą one od-
grywały pozytywną czy negatywną rolę w 
organizmie. Zakrzepy krwi tętniczej są czę-
sto wywoływane uszkodzeniem śródbłonka, 
natomiast do zakrzepów żylnych dochodzi 
zazwyczaj, gdy przepływ krwi jest zmniejszo-
ny przez kilka godzin (Esmon 2009). W obu 
przypadkach neutrofile napływają do miejsca 
wytworzenia się skrzepu i ściśle przylegają 
do śródbłonka (Kambas i współaut. 2012). 

w aktywnej formie tej choroby (Kessenbrock 
i współaut. 2009).

Powstawanie przeciwciał skierowanych 
przeciwko składowym NET jest również ob-
serwowane w przebiegu choroby o nazwie 
toczeń rumieniowaty układowy (ang. sys-
temic lupus erythematosus, SLE) (Smith i 
Kaplan 2015). SLE to złożona choroba au-
toimmunizacyjna o zróżnicowanych obja-
wach, obejmujących łagodne wysypki skór-
ne, aż do zagrażających życiu objawów 
wielonarządowych (Crispín i współaut. 2010). 
W efekcie jednoczesnego lub następującego 
po sobie działania czynników genetycznych 
(np. braku pojedynczych genów układu do-
pełniacza), środowiskowych, hormonalnych 
i epigenetycznych, dochodzi do wytworzenia 
autoprzeciwciał, kompleksów immunologicz-
nych, autoreaktywnych limfocytów T i cy-
tokin prozapalnych, powodujących rozległe 
uszkodzenia takich tkanek i narządów jak: 
skóra, nerki, płuca, mózg czy serce (Tso-
kos 2011). Choć w przebiegu SLE liczba 
neutrofili spada, a komórki te wykazują za-
burzoną fagocytozę i nieprawidłową aktyw-
ność oksydacyjną, to jednak generują więcej 
NET niż neutrofile osób zdrowych (Lande i 
współaut. 2011, Smith i Kaplan 2015). Kon-
sekwentnie, jedną z cech charakterystycz-
nych tej choroby jest wysokie miano auto-
przeciwciał skierowanych przeciwko składo-
wym NET: DNA, białkom histonowym, MPO, 
PR3, LL37 (antybakteryjny peptyd uwalniany 
pod wpływem PR3 z katelicydyny), defensy-
nom, laktoferynie czy katepsynie G (Fauzi 
i współaut. 2004, Lande i współaut. 2011, 
Yu i Su 2013). Powstające autoprzeciwcia-
ła nie są wystarczająco szybko usuwane i 
akumulują się w tkankach w postaci kom-
pleksów immunologicznych, inicjując reakcje 
cytotoksyczne (Manson i współaut. 2009). 
Dodatkowo, niektóre przeciwciała anty-DNA 
wiążą się z receptorami NMDA (receptorami 
N-metylo-D-asparaginowymi dla glutaminia-
nu) znajdującymi się w mózgu, a po prze-
kroczeniu bariery krew-mózg wiążą się z ko-
mórkami nerwowymi uszkadzając je (Kowal 
i współaut. 2006). Ponadto, u chorych na 
SLE wykazano obecność przeciwciał skiero-
wanych przeciwko fosfolipidom i glikoprote-
inom, a ich występowanie związane jest z 
powstawaniem zakrzepów (Ruiz-Irastorza i 
współaut. 2010). 

Produkcja przeciwciał skierowanych prze-
ciwko elementom NET jest również charak-
terystyczna dla reumatoidalnego zapalenia 
stawów, choć w tym przypadku, charaktery-
styczne są zwłaszcza przeciwciała skierowane 
przeciwko białkom cytrulinowanym. Reuma-
toidalne zapalenie stawów (ang. rheumatoid 
arthritis, RA) to przewlekła, ogólnoustrojowa 
choroba autoimmunizacyjna, której konse-
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sowym, grzybiczym) i prowadzi do złożonej 
odpowiedzi immunologicznej organizmu, w 
wyniku której dochodzi do ogólnoustrojowej 
aktywacji leukocytów, najliczniej reprezento-
wanych przez neutrofile (Hazeldine i współ-
aut. 2014). Prace badawcze na myszach 
wykazały, że w czasie sepsy zachodzi inten-
sywny napływ neutrofili do takich organów 
jak: wątroba, płuca czy nerki, w których 
dodatkowo produkowane są liczne NET (Luo 
i współaut. 2014, Kolaczkowska i współ-
aut. 2015, Czaikoski i współaut. 2016). Na 
pierwszych etapach sepsy, ważną rolą NET 
w tych narządach jest wyłapywanie bakterii 
i zapobieganie ich rozprzestrzenianiu. Po-
sługując się metodą mikroskopii in vivo, w 
trakcie której obrazowano sinusoidy, czy-
li naczynia krwionośne wątroby, McDonald 
i współaut. (2012) wykazali, że przylegające 
do ścian naczyń neutrofile wyrzucają sieci, 
które doskonale wyłapują z krążenia podane 
wcześniej dożylnie bakterie E. coli. Zasadni-
czo, wyłapywanie bakterii z krwi jest funkcją 
osiadłych w sinusoidach makrofagów, czyli 
komórek Browicza-Kupffera, jednak w przy-
padku sepsy funkcję tę przejmują częściowo 
NET. Są one w stanie wyłapać cztery razy 
więcej bakterii niż komórki Browicza-Kupf-
fera (McDonald i współaut. 2012). Pomimo 
pożądanych funkcji obronnych związanych z 
tworzeniem NET, struktury te przyczyniają 
się także do rozwoju patologii towarzyszą-
cej sepsie. Jednym z charakterystycznych 
zjawisk towarzyszących posocznicy jest tzw. 
sztorm cytokinowy, polegający na produkcji 
bardzo dużych ilości cytokin i ich wyrzucie 
do krwi (Kolaczkowska i Kubes 2013). Udo-
wodniono, że podanie DNazy rozkładającej 
DNA sieci, znacząco obniża produkcję cyto-
kin (Luo i współaut. 2014). Wykazano tak-
że korelację pomiędzy wysokim poziomem 
wolnego DNA lub kompleksów DNA-MPO 
pochodzących z NET a wysokim poziomem 
markerów świadczących o uszkodzeniach 
narządów (wątroby, nerek, serca, płuc) oraz 
śródbłonka. Zjawisko to obserwowano za-
równo u myszy, jak i pacjentów z sepsą 
(Czaikoski i współaut. 2016). NET są silnie 
powiązane z uszkodzeniem śródbłonka oraz 
niewydolnością narządów, typowymi zjawi-
skami w patologii sepsy. Jak wykazano w 
badaniach in vitro, aktywowany śródbłonek 
może pobudzać wyrzut sieci przez neutro-
file, co powoduje uszkodzenie jego samego 
(Gupta i współaut. 2010). Chcąc poznać me-
chanizmy powstawania i degradacji NET w 
czasie posocznicy, Kołaczkowska i współaut. 
(2015), wykorzystując technikę mikrosko-
pii przyżyciowej, zbadali rolę NET w czasie 
sepsy wywołanej eksperymentalnie u myszy 
poprzez podanie bakterii Staphylococcus au-
reus. Koncentrując swe badania na wątro-

Elementem krwi aktywnie uczestniczącym w 
tworzeniu skrzepu są płytki krwi, które po 
aktywacji wchodzą w interakcję z neutrofila-
mi przylegającymi do ścian naczyń. Wiązanie 
płytek krwi do neutrofili może aktywować 
te drugie i w efekcie prowadzić do wyrzu-
tu NET (Clark i współaut. 2007). Następnie 
płytki krwi zaczynają przylegać do samych 
NET, tworząc najpierw małe agregaty, któ-
re z czasem mogą się powiększać. W dalszej 
kolejności do sieci przylegają także erytro-
cyty, razem tworząc tzw. czerwony skrzep 
(Fuchs i współaut. 2010, Brill i współaut. 
2012). Oprócz płytek krwi i czerwonych 
krwinek, sieci NET są także miejscem przy-
czepu dla białek osocza takich jak: czynnik 
Von Willebranda (ang. von Willebrand fac-
tor, VWF), fibronektyna i fibrynogen, które 
sprzyjają tworzeniu skrzepu oraz stabilizują 
go (Fuchs i współaut. 2010). Analizy immu-
nocytochemiczne wykazały, że w bliskim są-
siedztwie DNA i VWF, w obrębie skrzepów 
żylnych w przebiegu DVT, znajdują się tak-
że cytrulinowane histony H3, co potwierdza 
udział neutrofilowych sieci zewnątrzkomórko-
wych w tworzeniu skrzepów (Brill i współ-
aut. 2012). Spośród składowych NET bio-
rących udział w tworzeniu skrzepu, ważną 
rolę odgrywają także proteazy serynowe: ela-
staza neutrofilowa (NE) i katepsyna G, które 
potrafią degradować inhibitory krzepnięcia. 
Wykazano także, że u myszy pozbawionych 
tych białek, odkładanie fibryny i tworzenie 
skrzepu jest zredukowane, podobnie jak to 
jest obserwowane po zastosowaniu przeciw-
ciał przeciwko kompleksowi histony-DNA 
(Massberg i współaut. 2010). Dotychczas 
potwierdzono rolę wszystkich elementów 
NET w procesie tworzenia (mikro- i makro-) 
zakrzepów (Gould i współaut. 2015). Nad-
miar neutrofilowych sieci zewnątrzkomór-
kowych powoduje nadmierną koagulację, 
która, zatrzymując dopływ krwi do narzą-
dów, może prowadzić do ich niedokrwienia 
(Brinkmann i Zychlinsky 2012). Zjawisko to 
jest także obserwowane w przebiegu sepsy 
(posocznicy), zagrażającej życiu ogólnoustro-
jowej reakcji zapalnej. Sepsa zazwyczaj jest 
konsekwencją zakażenia krwi, towarzyszy jej 
niewydolność wielonarządowa, może prowa-
dzić do wstrząsu septycznego i ostatecznie 
śmierci, nawet w 40% przypadków (Chang 
i współaut. 2010). Szybkie rozpoznanie sep-
sy, podawanie antybiotyków i utrzymanie 
równowagi elektrolitów (kierunkowe nawod-
nienie) zwiększa szanse przeżycia, jednakże 
pacjenci, którzy przeżyją ciężką sepsę często 
zmagają się z trwałymi uszkodzeniami na-
rządów, zaburzeniami funkcji poznawczych 
i niepełnosprawnością (Iwashyna i współaut. 
2011). Sepsa jest konsekwencją infekcji o 
różnorodnym podłożu (bakteryjnym, wiru-
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naszego zespołu, DNaza I nie jest w pełni 
efektywna w warunkach in vivo. W bada-
niach przeprowadzonych z zastosowaniem 
mikroskopii in vivo pokazano, że NET zale-
gające w naczyniach krwionośnych wątroby 
są tylko częściowo usuwane przez tę endo-
nukleazę (Kolaczkowska i współaut. 2015). 
Dzięki zastosowanej technice, która pozwala 
na obserwacje w czasie rzeczywistym dy-
namicznych procesów pokazano, że DNaza 
w ciągu kilku minut usuwa DNA tworzący 
główny szkielet NET (spełniający tę rolę na 
etapie ich tworzenia i tuż po wyrzuceniu z 
neutrofili), ale nie przyłączone do niego biał-
ka, w tym histony i NE. Wynika to z fak-
tu, że składowe NET przyłączają się wtórnie 
do białek obecnych na śródbłonku naczy-
niowym, takich jak VWF (Grässle i współ-
aut. 2014, Kolaczkowska i współaut. 2015). 
Zjawisko to także tłumaczy, przynajmniej 
częściowo, dlaczego sieci uszkadzają tkanki 
własne. Jeżeli bowiem NET mają możliwość 
wiązania się do struktur „kotwiczących” je 
w naczyniach lub tkankach, to nawet naj-
sprawniejszy fizjologiczny mechanizm usu-
wania NET może nie być efektywny.

Nadal niewiele wiadomo o fizjologicz-
nych mechanizmach usuwania NET przez 
organizm, a dotychczas opublikowane do-
niesienia pochodzą wyłącznie z badań in vi-
tro. Pierwszą próbę poznania tych mechani-
zmów podjęli badacze z Instytutu Karolinska 
w Sztokholmie (Szwecja) (Farrera i Fadeel 
2013). Neutrofile wyizolowane z krwi ochot-
ników zostały zaktywowane do wyrzutu NET 
poprzez stymulację syntetycznymi estrami 
forbolu (PMA). Sieci te zostały następnie 
przeniesione do hodowli makrofagów, pocho-
dzących ze zróżnicowanych ludzkich mono-
cytów, i z czasem były przez nie usuwane 
poprzez endocytozę (Farrera i Fadeel 2013). 
Zewnątrzkomórkowy DNA pochodzący z NET 
był obecny w lizosomach makrofagów, co 
sugeruje, że enzymy obecne w tych struktu-
rach są odpowiedzialne za degradację sieci. 
Badaczom udało się wykazać, że około 15% 
makrofagów brało udział w trawieniu NET 
oraz, że pojedyncza sieć była trawiony przez 
więcej niż jednego makrofaga. Szacując ki-
netykę usuwania sieci wykazano, że inten-
sywność tego procesu jest największa w cią-
gu pierwszych dwóch godzin, po czym spa-
da. Wykazano także, że dodanie DNazy I do 
hodowli makrofagów istotnie zwiększa tempo 
i efektywność usuwania NET (Farrera i Fa-
deel 2013). Co bardzo ważne, wykazano, że 
proces usuwania NET nie aktywuje makro-
fagów, podobnie jak pochłanianie ciałek i 
komórek apoptotycznych, a więc nie inicju-
je potencjalnie autodestruktywnej odpowiedzi 
zapalnej.

bie, organie w którym skupiała się najwięk-
sza liczba bakterii, i który uległ największe-
mu zniszczeniu, zaobserwowano zwiększony 
napływ neutrofili i silny wyrzut NET. Oka-
zało się, że NET były obecne w naczyniach 
wątroby jeszcze przez wiele godzin od ich 
wyrzutu i eliminacji bakterii krążących we 
krwi. Szczegółowe badania ujawniły, że to 
zalegające w naczyniach NET, a głównie 
przyłączona do nich NE, powodują uszko-
dzenia śródbłonka naczyniowego i hepatocy-
tów (Kolaczkowska i współaut. 2015). 

FIZJOLOGICZNE MECHANIZMY 
USUWANIA NET

Powyższe przykłady wskazują na bezpo-
średni wpływ nadmiernego tworzenia NET 
lub ich nieprawidłowego usuwania na roz-
wój chorób o różnorodnym podłożu, jed-
noznacznie dowodząc, że tworzenie NET 
może być związane z nasiloną odpowiedzią 
immunologiczną. Istotnie, przeciwciała 
skierowane przeciwko DNA, histonom czy 
białkom ziarnistości neutrofilowych są 
cechą charakterystyczną wielu schorzeń 
autoimmunizacyjnych (Manson i współaut. 
2009, Crispín i współaut. 2010, Pratesi i 
współaut. 2014), wskazując sieci jako źródło 
autoantygenów (Hakkim i współaut. 2010). 

W tym świetle istotnym jest pytanie, ja-
kie są fizjologiczne mechanizmy usuwania 
NET i dlaczego nie zawsze są one efektywne. 
Ze względu na fakt, że DNA stanowi szkielet 
NET, pierwsze badania skoncentrowały się 
na DNazie obecnej w surowicy krwi (Tamko-
vich i współaut. 2006). Ponadto stwierdzono, 
że niektóre bakterie są zdolne do produkcji 
DNaz, co uznano za jeden z mechanizmów 
unikania, bądź ucieczki z NET (Buchanan 
i współaut. 2006). DNazy to endonukleazy 
produkowane przede wszystkim przez przy-
sadkę mózgową, jelito cienkie, nerki, węzły 
chłonne, serce, płuca oraz w mniejszej ilo-
ści przez grasicę, śledzionę, wątrobę i mię-
śnie szkieletowe, z których są wydzielane do 
układu trawiennego i do krwiobiegu (Lacks 
1981, Hakkim i współaut. 2010). Do najle-
piej poznanych DNaz należą: DNaza I, obec-
na przede wszystkim w krążeniu, oraz DNa-
za II, obecna w komórkach, umożliwiają-
ca np. makrofagom trawienie pochłoniętego 
DNA komórek apoptotycznych (Nagata 2005, 
Nagata i Kawane 2011). U części chorych 
na SLE obserwuje się obniżoną aktywność 
DNazy I, co jest związane z występowaniem 
w surowicy chorych inhibitorów tej endonu-
kleazy (Hakkim i współaut. 2010). Uznaje się 
zatem, że chorzy na SLE mają ograniczoną 
zdolność do degradacji NET, co przyczynia 
się do rozwoju choroby (Davis i współaut. 
1999). Jednak jak wskazują badania m.in. 
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(w ciągu doby) skutecznie usuwały sieci wy-
rzucone przez neutrofile oraz własny DNA, a 
na końcu ginęły apoptotycznie (Nakazawa i 
współaut. 2016). Choć wiele wniosków wy-
nikających z tej pracy jest interesujących, to 
jednak pozostawia ona także wiele kwestii 
nierozstrzygniętych. Czy obserwowany wpływ 
na makrofagi wynikał z ich kontaktu z NET 
czy też raczej z neutrofilami, które je wyrzu-
ciły? Ewidentnie obserwowano inną aktyw-
ność makrofagów niż w badaniach grupy ze 
Szwecji, która nie stwierdziła produkcji żad-
nych cytokin, gdy makrofagi były inkubowa-
ne z samymi NET, bez neutrofili (Farrera i 
Fadeel 2013). Ponadto, jak wytłumaczyć, że 
makrofagi, które same wyrzuciły DNA/sieci 
następnie giną śmiercią zależną od obecno-
ści funkcjonalnych genów? Przede wszyst-
kim jednak, najważniejsze pytania związane 
z usuwaniem NET ciągle pozostają bez od-
powiedzi: (i) jakie receptory na makrofagach 
są zaangażowane w rozpoznanie składowych 
NET, (ii) jak te komórki, bez zaangażowania 
DNazy I, są w stanie usuwać NET, których 
rozmiary są dużo większe od nich samych. I 
wreszcie (iii) jak ten proces przebiega w na-
czyniach krwionośnych i tkankach oraz (iv) 
czy makrofagi to jedyne komórki, które usu-
wają sieci w organizmie?

TERAŹNIEJSZOŚĆ A PRZYSZŁOŚĆ

Poznanie fizjologicznych sposobów, po-
przez które neutrofilowe sieci zewnątrzko-
mórkowe mogą być usuwane stanowi bar-
dzo ważny aspekt biologii neutrofili, mogą-
cy rzucić światło na rozwój chorób/stanów 
patologicznych, w których NET odgrywają 
kluczową rolę. Opublikowane dotychczas 
prace, skupiające się na potencjale makrofa-
gów, profesjonalnych fagocytów, do trawienia 
i usuwania NET, niewątpliwie przedstawiają 
nowe informacje, jednak nie są rozstrzyga-
jące. Przede wszystkim jednak są to bada-
nia przeprowadzane w warunkach in vitro. 
Ogromny rozwój technik obserwacji mikro-
skopowej jaki dokonał się w ciągu kilku 
ostatnich lat, a w szczególności związany 
z wykorzystaniem mikroskopii in vivo daje 
zdecydowanie większe możliwości. 

Kolejną kontrowersją związaną z bada-
niami nad NET i ich usuwaniem jest spo-
sób indukcji NET poprzez stosowanie syn-
tetycznego PMA. W rzeczywistych układach 
biologicznych, NET są konsekwencją infek-
cji, wniknięcia drobnoustrojów do organizmu 
lub uwolnienia DAMP w czasie zapalenia 
sterylnego. Biorąc pod uwagę, że skład NET 
może być różny w zależności od zastosowa-
nego stymulanta (Urban i współaut. 2009), 
mechanizm ich usuwania również może być 

W kolejnych badaniach podjęto próbę 
fenotypowej analizy makrofagów usuwają-
cych NET. Makrofagi mogą przejawiać jeden 
z dwóch głównych fenotypów: aktywowa-
nych klasycznie, prozapalnych makrofagów 
M1, oraz aktywowanych alternatywnie, su-
presyjnych, przeciwzapalnych makrofagów 
M2 (Nazimek i Bryniarski 2012). Dane li-
teraturowe wskazują, że to makrofagi typu 
M2 są zaangażowane w proces usuwania 
martwych, w tym apoptotycznych, komórek 
(Lauber i współaut. 2004). Zespół z Uni-
wersytetu Hokkaido w Sapporo (Japonia) 
przeprowadził badania, w których neutrofile 
pochodzące od zdrowych dawców poddane 
zostały stymulacji PMA lub przeciwciałem 
anty-MPO (jednym z przeciwciał ANCA), w 
celu indukcji NET (Nakazawa i współaut. 
2016). Następnie do hodowli neutrofilii, 
które wyrzuciły NET, dodawano makrofagi 
zróżnicowane uprzednio do jednego z dwóch 
fenotypów, M1 lub M2. Makrofagi różnico-
wano na dwa sposoby: 

(1) monocyty krwi ludzkiej aktywowano 
przy użyciu czynnika stymulującego tworze-
nie kolonii granulocytów i makrofagów GM-
-CSF (ang. granulocyte macrophage colony-
-stimulating factor) do fenotypu M1 lub przy 
użyciu czynnika stymulującego powstawanie 
kolonii makrofagów M-CSF (ang. macropha-
ge colony-stimulating factor) do fenotypu 
M2.

(2) alternatywnie, wykorzystano komór-
ki linii białaczki monocytarnej (THP-1), któ-
re różnicowano w fenotyp M1 przy użyciu 
IFN-γ oraz lipopolisacharydu (LPS), a w fe-
notyp M2 używając do tego IL-4 (Nakazawa i 
współaut. 2016). 

Badaczom udało się wykazać, że w trak-
cie inkubacji z neutrofilami, które wyrzuciły 
sieci, makrofagi niezależnie od swojego feno-
typu (i pochodzenia: krew/linia komórkowa) 
posiadały zdolność do trawienia NET. Jed-
nak co zaskakujące, kontakt z neutrofilami, 
które wyrzuciły NET i/lub samymi sieciami 
aktywował makrofagi M2 do szybkiej (po kil-
ku godzinach) produkcji niezgodnych z ich 
fenotypem cytokin pro-zapalnych, takich jak: 
TNF-α, IFN-γ czy IL-8. Być może wynik ten 
należy interpretować jako wywołaną obecno-
ścią NET zmianę fenotypu makrofagów. Z 
kolei inkubacja makrofagów o fenotypie M1 
z sieciami i neutrofilami, które je wyrzuciły, 
spowodowała, że niektóre makrofagi same 
wyrzuciły DNA (Nakazawa i współaut. 2016). 
Zdolność makrofagów do tworzenia sieci zło-
żonych z DNA i białek przeciwbakteryjnych 
opisano po raz pierwszy w 2010 r. (Chow 
i współaut. 2010), jednak dotychczas nie 
wykazano, aby NET także mogły wywołać 
taki efekt. W pracy grupy z Japonii stwier-
dzono ponadto, że makrofagi M1 ostatecznie 
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zróżnicowany, a to sugeruje zmianę metodo-
logii przyszłych badań.

Odkryte i opisane jako nowy sposób wal-
ki neutrofili z patogenami NET, istotnie speł-
niają ważną funkcję w kontrolowaniu zakaże-
nia i eliminacji patogenów. Pomimo poznania 
licznych mechanizmów prowadzących do ich 
tworzenia i wyrzutu, wciąż niewiele wiado-
mo o tym jak są usuwane. Aspekt ten jest 
kluczowy, zważywszy na udział NET w pa-
togenezie licznych chorób prowadzących do 
uszkodzeń tkanek własnych. Kolejnym kro-
kiem badań nad NET będzie z pewnością 
opracowanie skutecznej i bezpiecznej meto-
dy usuwania sieci po tym, jak już wypełnią 
swoje zadania, tak aby zminimalizować skut-
ki uboczne ich tworzenia i/lub obecności.

S t r es zc zen i e

Neutrofilowe sieci zewnątrzkomórkowe (NET) to nie-
dawno odkryty mechanizm, dzięki któremu neutrofile 
mogą skutecznie walczyć z patogenami. W wyniku akty-
wacji neutrofile wyrzucają zdekondensowany DNA, połą-
czony z histonami i białkami pochodzącymi z ziarnisto-
ści. Te przestrzenne struktury mogą wyłapywać, ograni-
czać rozprzestrzenianie się, a w niektórych przypadkach 
zabijać patogeny. Pomimo korzystnych efektów, NET są 
także odpowiedzialne za patogenezę różnych chorób au-
toimmunizacyjnych, takich jak reumatoidalne zapalenie 
stawów, łuszczyca czy toczeń rumieniowaty układowy, a 
także przyczyniają się do uszkodzeń narządów w trakcie 
sepsy. Jak dotąd niewiele wiadomo o tym jak NET są 
usuwane z naczyń krwionośnych i narządów oraz przez 
które komórki. Istniejące, nieliczne doniesienia wskazują 
na udział makrofagów w usuwaniu NET, jednakże wy-
niki te pochodzą tylko z eksperymentów in vitro. Otwar-
tym pozostaje zatem pytanie o mechanizmy tego procesu 
w skomplikowanym środowisku żywego organizmu. W 
związku z patologicznym aspektem tworzenia NET, waż-
nym będzie opracowanie skutecznego środka farmakolo-
gicznego zdolnego do usuwania tych struktur.
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BEYOND RELEASE OF NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS (NETS) BY NEUTROPHILS: ON COLLATERAL 
CONSEQUENCES OF THEIR RELEASE AND IMPAIRED REMOVAL

Summary

Neutrophil extracellular traps (NET) represent a recently discovered mechanism by which neutrophils can effi-
ciently fight pathogens. Upon activation, neutrophils release decondensed extracellular DNA decorated with histones 
and granular proteins. These three-dimensional structures can trap pathogens, limit their spread and sometimes kill 
them. Despite their beneficial effects, NETs are also involved in pathogenesis of various autoimmune diseases, such 
as rheumatoid arthritis, psoriasis or systemic lupus erythematosus, and also contribute to organ damage during 
sepsis. So far, little is known on how NETs are removed from vasculature and tissues, and by which cells. Limited 
available studies indicate that macrophages might remove NETs, but these results were obtained in vitro. Thus it 
remains unknown how this process occurs in a complex milieu of the body. Due to the pathological aspect of NET 
formation, a challenge for the near future will be development of pharmacological agents capable of NET removal. 

Key words: macrophages, NET, neutrophil, sepsis, tissues damage
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