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WYRZUT ZEWNATRZKOMORKOWYCH SIECI NEUTROFILOWYCH (NET)
PRZEZ NEUTROFILE I CO DALEJ? KONSEKWENCJE TWORZENIA
I NIEPRAWIDLOWEGO USUWANIA NET

WSTEP

Neutrofile stanowia pierwsza linie obrony
organizmu przed patogenami (KOLACZKOWSKA
i KUBES 2013). Komorki te sg produkowane
w szpiku kostnym i sukcesywnie uwalnia-
ne do ukladu krazenia, jako w pelni zréoz-
nicowane neutrofile wyposazone w liczne
ziarnistosci ulokowane w cytoplazmie (BOR-
REGAARD 2010). Krazace we krwi neutrofile
moga by¢ nastepnie rekrutowane w miejsce
zakazenia lub sterylnego zapalenia, w odpo-
wiedzi na czynniki zapalne (KOLACZKOWSKA i
KUBES 2013, NAUSEEF i BORREGAARD 2014).
Sposrod leukocytow obecnych w krazeniu,
neutrofile jako pierwsze migruja do miejsca
zakazenia, w ktorym rozpoczynaja aktywna
eliminacje patogenow, korzystajac z szero-
kiego zakresu ,narzedzi”, do ktérych moz-
na zaliczy¢ fagocytoze, degranulacje i wyrzut
zewnatrzkomoérkowych sieci neutrofilowych
(ang. neutrophil extracellular traps, NET).
Dwa pierwsze mechanizmy zostaly opisane
bardziej szczegélowo w pracy CICHON i Ko-
LACZKOWSKIEJ w tym zeszycie KOSMOSU.

Rola NET jest lapanie, unieruchomienie,
ulatwienie fagocytozy, a w niektorych sytu-
acjach takze zabijanie uwiezionych mikro-
organizméw (BRINKMANN i wspétaut. 2004,
KoLACZKOWSKA i KUBES 2013, KOLACZKOWSKA
i wspotaut. 2015). Neutrofilowe sieci zewna-
trzkomorkowe, oryginalnie odkryte i opisane
przez zespot Arturo Zychlinskiego z Insty-
tutu Maxa Plancka w Berlinie (Niemcy) w
2004 r., stanowia nowy, nieznany dotych-

czas mechanizm, poprzez ktory neutrofile
moga walczy¢ z patogenami. W trakcie tego
procesu, aktywowane neutrofile uwalnia-
ja na zewnatrz sw6j DNA w postaci wié-
kien chromatyny, do ktérych przytaczone
sa histony i biatka pierwotnie znajdujace
sie w ziarnistoSciach obecnych w cytopla-
zmie neutrofili (BRINKMANN i wspotaut. 2004)
(Ryc. 1A). Chociaz w swojej oryginalnej pra-
cy poswieconej odkryciu i charakterystyce
NET, zespét Arturo Zychlinskiego stwierdzit,
ze wyrzucajace je neutrofile pozostaja przy
zyciu, kolejne prace tego zespolu donosi-
ly o Smierci neutrofila w czasie tego proce-
su, ktory zostal z czasem nazwany NEToza
(ang. NETosis) (STEINBERG i GRINSTEIN 2007)
(Ryc. 1B). Dalsze badania wykazaly jednak,
ze tworzenie NET moze zachodzi¢ poprzez
szybki, niepowodujacy przerwania blony i
w konsekwencji $mierci neutrofila, wyrzut
sieci przez system pecherzykow (PILSCZEK i
wspotaut. 2010). Zjawisko to potwierdzono
nastepnie przy pomocy mikroskopii przyzy-
ciowej w badaniach, ktére pokazaly, ze po
wyrzuceniu NET neutrofile dalej fagocytuja
bakterie i przemieszczaja sie w ich kierunku
(Yirp i KUBEs 2016) (Ryc. 1C). Taki typ
Smierci okreslono jako ,przyzyciowa NETo-
ze¢” (ang. vital NETosis), przeciwstawiajac ja
slitycznej NETozie” (ang. lytic NETosis) kon-
czacej sie przerwaniem blony komoérkowej i
S$miercia neutrofila (Ryc. 1B vs 1C). Obecnie
odchodzi sie jednak od tej nomenklatury,
postulujac zaprzestanie stosowania terminu
NEToza.

*Praca powstala dzieki wsparciu finansowemu Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu 2014/15/B/NZ6/02519
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Ryc. 1. Budowa sieci NET oraz dwa udokumentowane mechanizmy powstania sieci: przyzyciowy (vital
NETosis) i zwiazany ze S$miercia neutrofila (lytic NETosis).

(A) Szkieletem kazdej sieci sa nici zdekondesowanego DNA, do ktérych przylaczone sa biatka i enzymy uwolnione z
ziarnistosci neutrofilowych. Sa to m.in. elastaza neutrofilowa (NE), mieloperoksydaza (MPO), histony (H), katepsyna
G (KatG), lizozym (LIZ) czy a-defensyny (DEF). Zgodnie z danymi literaturowymi, wyrzut NET z neutrofili moze si¢
wiaza¢ ze Smiercia komoérki (B), ale takze nie musi prowadzi¢ do Smierci neutrofila (C). W obu przypadkach do-
chodzi do strawienia otoczki jadrowej i blon otaczajacych ziarnistosci, w konsekwencji czego dochodzi do taczenia
sie DNA z biatkami pochodzacymi z ziarnistosci. (B) W przebiegu NETozy litycznej sieci uwalniane sa z neutrofila
poprzez rozerwanie blony komorkowej. (C) W przypadku NETozy przyzyciowej NET sa uwalniane przez system pe-
cherzykow wydzielniczych. Mechanizm ten nie wiaze sie z uszkodzeniem blony komérkowej dzieki czemu neutrofil

zyje i moze dalej petni¢ swoje funkcje: fagocytowac i aktywnie sie przemieszczac.

NET niewatpliwie odgrywaja wazna role
w walce z infekcja, co udowodniono ekspe-
rymentalnie zarowno w badaniach na my-
szach, jak rowniez badajac neutrofile czlo-
wieka. Myszy niezdolne do wytworzenia
neutrofilowych sieci zewnatrzkomoérkowych
sa bowiem bardziej podatne na infekcje
bakteryjne (L1 i wspoétaut. 2010), natomiast
pacjenci, ktorych neutrofile nie wytwarza-
ja NET cierpia na zagrazajace zyciu, na-
wracajace infekcje, np. grzybicze (BIANCHI i
wspotaut. 2009). Po poczatkowym skupie-
niu sie na niewatpliwie pozytywnych stro-
nach wyrzutu NET przez neutrofile, z cza-
sem zaczeto zauwazac¢ skutki uboczne ich
tworzenia, wynikajace m.in. z udzialu sieci
w wielu chorobach autoimunizacyjnych, w
tym w reumatoidalnym zapaleniu stawow
(RZS) (KHANDPUR i wspélaut. 2013, WRIGH-
Ti wspotaut. 2014), toczniu rumieniowatym
uktadowym (BoscH 2011, LANDE i wspoétaut.

2011, YU i SU 2013), ukladowym zapaleniu
malych naczyn (KESSENBROCK i wspotaut.
2009), a takze w patologiach zwiazanych z
krzepnieciem krwi (FUCHS i wspoétaut. 2010,
MARTINOD i wspélaut. 2013) oraz w przebie-
gu sepsy (CLARK i wspoétaut. 2007, KOLACzZ-
KOWSKA i wspoélaut. 2015, CZAIKOSKI i wspol-
aut. 2016). Co wiecej, jak wskazuja najnow-
sze doniesienia, NET biora takze udzial w
patogenezie tuszczycy (HU i wspotut. 2016,
SKRZECZYNSKA-MONCZNIK i wspélaut. 2017).

BUDOWA NET ORAZ PROCESY
PROWADZACE DO ICH POWSTANIA

Neutrofilowe sieci zewnatrzkomorkowe
to struktury, na ktorych rdzen skladaja sie
gladkie wldékna chromatyny o §rednicy 15-17
nm, w obrebie ktorych wystepuja kuliste do-
meny bialkowe o Srednicy 25 nm. Agreguja
one w wieksze nici, ktérych Srednica moze
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osigga¢ nawet 50 nm (BRINKMANN i wspol-
aut. 2004, BRINKMANN i ZYCHLINSKY 2007). W
swojej oryginalnej pracy zespol Zychlinskie-
go, postlugujac sie metoda immunofluore-
scencji wykazal, ze w obrebie wlékien chro-
matyny wyrzuconej przez neutrofile obecne
sg takze biatka pierwotnie znajdujace sie w
ziarnistosciach neutrofilowych. Zidentyfiko-
wano i zwizualizowano w ten sposob bial-
ka ziarnistosci pierwszorzedowych takie jak:
elastaza neutrofilowa (ang. neutrophil ela-
stase, NE), katepsyna G i mieloperoksydaza
(ang. myeloperoxidase, MPO), a takze ziar-
nistosci drugorzedowych i trzeciorzedowych
jak: laktoferyna i zelatynaza (BRINKMANN i
wspoétaut. 2004). Dalsze analizy, przy uzy-
ciu spektrometrii mas, wykazaly obecnos¢ w
obrebie neutrofilowych sieci bialek, ktére w
niestymulowanych neutrofilach znajdujg sie
w jadrze, ziarnistosSciach i cytoplazmie. Spo-
§rod biatek jadrowych potwierdzono obec-
nos¢ wszystkich czterech podtypéow biatek
histonowych, natomiast wsrod biatek wyste-
pujacych w ziarnistoSciach, oprécz znanych
juz wczesniej, wykazano obecnos¢ niezna-
nych dotad skladowych NET jak: azurocydy-
na, lizozym i a-defensyny (URBAN i wspoétaut.
2009) (Ryc. 1A). Analiza ilosciowa wykazala,
ze biatkami najliczniej wystepujacymi w ob-
rebie NET sa bialka histonowe, ktore stano-
wia 70% wszystkich protein w obrebie sieci
(URBAN i wspotaut. 2009).

Mechanizmy prowadzace do wyrzutu NET
przez silnie aktywowane neutrofile sa ciagle
przedmiotem badan zaréwno na poziomie
komérkowym, jak i molekularnym. Jednym
z wyzwan zwiazanych z badaniami nad NET
jest ich obserwacja in vivo (in situ w naczy-
niach krwionosnych lub tkankach objetych
zapaleniem), dlatego tez zdecydowana wigk-
szo§¢ wynikéw pochodzi z badan in vitro.
Ten typ badan nie zawsze poprawnie od-
zwierciedla warunki panujace w zywym or-
ganizmie (kompleksowos¢é warunkow Srodo-
wiskowych, obecnos¢ roznych typow komo-
rek i tkanek) i wydaje sie mieé¢ szczegélnie
krytyczne znaczenie w badaniach nad NET.
Wielokrotnie bowiem wyniki otrzymane in vi-
tro nie byly potwierdzane w ukladach in vivo.
Na przyklad, liczne badania in vitro wskazu-
ja na zaleznos¢ wyrzutu NET od wytworze-
nia reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS), wynikajacego z akty-
wacji kompleksu oksydazy NADPH (FUCHS i
wspoélaut. 2007, ROCHAEL i wspoétaut. 2015).
Jednak badania in vivo na myszach trans-
genicznych typu nokaut, nieprodukujacych
niektérych podjednostek oksydazy NADPH,
nie potwierdzily roli ROS w wyrzucie NET
(KOLACZKOWSKA i wspotaut. 2015). Mechani-
zmem, ktory zostal potwierdzony zaréwno w
warunkach in vitro, jak i in vivo, jest proces

cytrulinacji histonow. Proces ten jest zalez-
ny od aktywacji deiminazy peptydyloargininy
4 (ang. peptidylarginine deiminase 4, PAD4),
enzymu ktérego glowna funkcja jest mody-
fikacja histonow, polegajaca na ich citruli-
nacji, czyli zastapieniu w resztach histonow
H2A, H3 i H4 aminokwasu argininy przez
cytruline (MAKRYGIANNAKIS i wspoétaut. 2006,
L1 i wspotaut. 2010). Proces ten wiaze sie
ze zmianag ladunku pozytywnie natadowane;j
argininy, na pozbawiong ladunku cytruli-
ne, co w efekcie prowadzi do dekondensacji
DNA w obrebie jadra komoérkowego (WANG i
wspotaut. 2009). Dodatkowo postuluje sie,
ze w proces tworzenia NET zaangazowana
jest takze elastaza neutrofilowa. Zatem pro-
teaza ta jest nie tylko skladowsa sieci, ale
réowniez uczestniczy w ich tworzeniu. Wyni-
ki wskazuja bowiem, ze NE przemieszcza sie
z ziarnistosci azurofilnych neutrofila do ja-
dra komorkowego, gdzie aktywnie wlacza sie
w dekondensacje chromatyny, tnac histony
lacznikowe H1 (PAPAYANNOPOULOS i wspol-
aut. 2010). Rola NE w tworzeniu NET zo-
statla potwierdzona zaréwno na izolowanych
neutrofilach, jak i na myszach laboratoryj-
nych. Stwierdzono na przyklad, ze u myszy
nokaut nieprodukujacych tego enzymu, two-
rzenie NET jest bardzo ostabione (KOLACZ-
KOWSKA i1 wspoétaut. 2015). Jednak istnieja
takze doniesienia wskazujace na to, ze my-
szy nieprodukujace NE moga wyrzucac sie-
ci (MARTINOD i wspotaut. 2016). Wiecej in-
formacji na temat mechanizméw tworzenia
NET, w tym znaczenia reaktywnych form
tlenu, elastazy neutrofilowej i mielopoeroksy-
dazy przedstawiono w artykule PIJANOWSKI i
wspotaut. w tym zeszycie KOSMOSU.

ZrE STRONY NEUTROFILOWYCH SIECI
ZEWNATRZKOMORKOWYCH

Oprécz niewatpliwych zalet tworzenia
NET, w tym lepszej kontroli zwlaszcza po-
czatkowej fazy infekcji, zaleganie sieci w
tkankach i naczyniach krwionosnych, wy-
nikajace z nich nieprawidlowego usuwa-
nia, powoduje uszkodzenia tkanek wlasnych
(KorLaczkowska i KUBES 2013, YIPp i KUBES
2016). Z drugiej strony, obecno$S¢ w prze-
strzeni pozakomorkowej biatek, ktéore w sta-
nie homeostazy tam nie wystepuja, moze
powodowac¢ aktywacje ukladu odpornoscio-
wego. Leukocyty odpowiedzi wrodzonej, w
tym makrofagi i komorki dendrytyczne,
moga bowiem rozpoznawac takie struktury
jako wzorce molekularne zwiazane z zagro-
zeniem /uszkodzeniem (ang. danger/damage
associated molecular patterns, DAMP), pre-
zentowa¢ je limfocytom Th, w tym Th2, i
indukowa¢ produkcje przeciwcial przez pla-
zmocyty (zaktywowane limfocyty B) (CHEN i
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UKLADOWE ZAPALENIE
MALYCH NACZYN (SVV)

Wytwarzanie skierowanych
przeciwko biatkom (MPO, PR3)
przytgczonych do NET
autoprzeciwciat ANCA, ktére
uszkadzajgcych tkanki
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Wytwarzanie uszkadzajgcych
tkanki aoutoprzeciwciat ACPA
przeciwko cytrulinowanym
biatkom obecnym w NET

Udziat w wywotaniu sztorm
cytokinowego. Uszkadzanle
$cian naczyn oraz tkanek przez
enzymy i histony obecne w NET

ytwarzanle uszkadzajgcych

tkanki autoprzeciwciat

skierowannych przeciwko
sktadowym NET (DNA, histony,

LL37, PR3)

REUMATOIDALNE
ZAPALENIE STAWOW (RA)

SEPSA

TOCZEN RUMIENIOWATY
UKLADOWY (SLE)

Ryc. 2. Wplyw NET na wywolanie i/lub przebieg niektérych chorob.

ACPA, przeciwciala przeciwko cytrulinowanym biatkom; ANCA, przeciwciala przeciwko biatkom obecnym w ziarni-
stosciach neutrofili; LL37, katelicydyna, peptyd bakteriobéjczy; MPO, mieloperoksydaza; PR3, proteaza serynowa 3;
RA, reumatoidalne zapalenie stawow; SLE, toczen rumieniowaty ukladowy; SVV, ukladowe zapalenie matych naczyn.

NUNEZ 2010). Istnieje wiele choréob, ktérych
przyczyna lub przebieg zostaly powiazane z
nadmiernym lub przewleklym tworzeniem
NET, albo ich nieprawidlowym usuwaniem
(Ryc. 2). Przykladowo, za jedna z przyczyn
rozwoju ukladowego zapalenia naczyn ma-
tych (ang. small-vessel vasculitis, SVV) uwa-
za sie tworzenie autoprzeciwcial okreslanych
skrotem ANCA (ang. anti-neutrophil cyto-
plasmic antibodies), skierowanych przeciwko
bialkom obecnym w ziarnistoSciach neutrofi-
li, wykazujacych duze powinowactwo zwlasz-
cza w stosunku do MPO i proteinazy 3
(PR3) (YOSHIDA i wspotaut. 2013, O’SULLI-
VAN i wspolaut. 2015). SVV to nawracajaca
choroba autoimmunizacyjna, ktéra prowadzi
do nekrotycznych stanéw zapalnych matych
naczyn krwionosnych i kapilar, powodujac
uszkodzenia zwlaszcza w nerkach, ptucach,
skorze i nerwach obwodowych. Co ciekawe,
przeciwciatla ANCA moga oddzialywaéc na
neutrofile, aktywujac je do produkcji ROS

oraz licznych proteaz, i w ten sposob pro-
wadza do zmian zapalnych w naczyniach
krwionosnych (CHEN i1 KALLENBERG 2009).
Pierwsze przestanki laczace tworzenie NET ze
stanami patologicznymi odnotowat w 2009
r. zespol Kessenbrocka, ktory wykazal, ze
MPO i PR3 sa skladnikami NET obecnych w
naczyniach chorych na SVV oraz jednocze-
Snie, ze przeciwciala ANCA (konkretnie prze-
ciwcialo anty-PR3) moga wywolywaé wyrzut
NET przez neutrofile na zasadzie sprzezenia
zwrotnego dodatniego: wiecej NET-wiecej AN-
CA-wiecej NET, tworzonych przez nastep-
na fale neutrofili (KESSENBROCK i wspotaut.
2009). Jednoczesnie, kompleksy DNA-MPO,
bedace czescia NET, sa wykrywane w kraze-
niu chorych na SVV, a ich poziom koreluje
ze stopniem zaawansowania choroby. Ponad-
to, zewnatrzkomorkowy DNA z przylaczony-
mi histonami, MPO i PR3, wykryto w biop-
sjach pobranych z nerek pacjentow z SVV,
co wskazuje, ze tworzenie NET ma miejsce
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w aktywnej formie tej choroby (KESSENBROCK
i wspoétaut. 2009).

Powstawanie przeciwcial skierowanych
przeciwko skladowym NET jest réwniez ob-
serwowane w przebiegu choroby o nazwie
toczen rumieniowaty ukladowy (ang. sys-
temic lupus erythematosus, SLE) (SMITH i
KAPLAN 2015). SLE to zlozona choroba au-
toimmunizacyjna o zroznicowanych obja-
wach, obejmujacych lagodne wysypki skor-
ne, az do zagrazajacych zyciu objawow
wielonarzadowych (CRISPIN i wspétaut. 2010).
W efekcie jednoczesnego lub nastepujacego
po sobie dzialania czynnikow genetycznych
(np. braku pojedynczych genéw ukladu do-
pelniacza), $rodowiskowych, hormonalnych
i epigenetycznych, dochodzi do wytworzenia
autoprzeciwciat, komplekséow immunologicz-
nych, autoreaktywnych limfocytow T i cy-
tokin prozapalnych, powodujacych rozlegle
uszkodzenia takich tkanek i narzadow jak:
skora, nerki, pluca, mozg czy serce (Tso-
KOS 2011). Cho¢ w przebiegu SLE liczba
neutrofili spada, a komérki te wykazuja za-
burzonag fagocytoze i nieprawidlowg aktyw-
nos$¢ oksydacyjna, to jednak generuja wiecej
NET niz neutrofile os6b zdrowych (LANDE i
wspoétaut. 2011, SMITH i KAPLAN 2015). Kon-
sekwentnie, jedna z cech charakterystycz-
nych tej choroby jest wysokie miano auto-
przeciwcial skierowanych przeciwko sktado-
wym NET: DNA, biatkom histonowym, MPO,
PR3, LL37 (antybakteryjny peptyd uwalniany
pod wplywem PR3 z katelicydyny), defensy-
nom, laktoferynie czy katepsynie G (FAUZI
i wspotaut. 2004, LANDE i wspétaut. 2011,
Yu i Su 2013). Powstajace autoprzeciwcia-
la nie sa wystarczajaco szybko usuwane i
akumulujg sie w tkankach w postaci kom-
pleksé6w immunologicznych, inicjujac reakcje
cytotoksyczne (MANSON i wspoétaut. 2009).
Dodatkowo, niektére przeciwciala anty-DNA
wiaza sie z receptorami NMDA (receptorami
N-metylo-D-asparaginowymi dla glutaminia-
nu) znajdujacymi sie w moézgu, a po prze-
kroczeniu bariery krew-moézg wiaza sie z ko-
morkami nerwowymi uszkadzajac je (KOWAL
i wspétaut. 2006). Ponadto, u chorych na
SLE wykazano obecnos¢ przeciwcial skiero-
wanych przeciwko fosfolipidom i glikoprote-
inom, a ich wystepowanie zwigzane jest z
powstawaniem zakrzepow (RUIZ-IRASTORZA i
wspotaut. 2010).

Produkcja przeciwcial skierowanych prze-
ciwko elementom NET jest rowniez charak-
terystyczna dla reumatoidalnego zapalenia
stawow, cho¢ w tym przypadku, charaktery-
styczne sa zwlaszcza przeciwciata skierowane
przeciwko biatkom cytrulinowanym. Reuma-
toidalne zapalenie stawéw (ang. rheumatoid
arthritis, RA) to przewlekla, ogélnoustrojowa
choroba autoimmunizacyjna, ktérej konse-

kwencja jest zniszczenie chrzastki stawowe;j
(VIATTE i wspolaut. 2013). Zapalenie i znisz-
czenie stawow jest wynikiem naplywu do
przestrzeni maziowej stawu leukocytow ta-
kich jak: limfocyty, makrofagi i neutrofile,
ktére wydzielaja prozapalne mediatory: cyto-
kiny, chemokiny i prostaglandyny (WRIGHT i
wspotaut. 2014). Wsrod komoérek obecnych
w mazi stawowej najliczniejsza grupe sta-
nowia neutrofile, ktore przyczyniaja sie do
degradacji chrzastki, wydzielajac proteazy
takie jak: metaloproteinaza macierzy zewna-
trzkomoérkowej 8 (MMP-8), MMP-9, NE, ka-
tepsyna G i PR3 (MURPHY i NAGASE 2008).
Ryzyko wystapienia RA u os6b obcigzonych
genetycznie ulega znaczacemu zwiekszeniu
przez czynniki Srodowiskowe, ktoére powodu-
ja modyfikacje bialek gospodarza, w tym ich
cytrulinacje, co w efekcie prowadzi do utra-
ty tolerancji immunologicznej w stosunku
do tych wilasnych bialek (CHEMIN i wspol-
aut. 2016). Cytrulinacja biatek prowadzi do
wytworzenia autoprzeciwcial skierowanych
przeciwko tym nowopowstalym autoanty-
genom, a takie przeciwciala sa okreslane
skrotem ACPA (ang. anti-citrullinated pro-
tein antibodies) (PRATESI i wspotaut. 2014).
Jednymi z najczesciej wystepujacych cytru-
linowanych autoantygenéw sa: wimentyna,
antytrombina, a-enolaza, fibrynogen i histo-
ny, ktore sa elementami NET (KHANDPUR i
wspotaut. 2013). Jak juz wspomniano, cy-
trulinacja tych ostatnich przez enzym PAD4
jest niezbednym etapem w trakcie formowa-
nia sieci NET (WANG i wspétaut. 2009), a w
przebiegu RA sieci sg zaréwno zrédlem au-
toantygenow, jak i celem dla autoprzeciwcial
ACPA (CHOWDHURY i wspoélaut. 2014). Wyka-
zano, ze zwiekszona zdolno$S¢ neutrofili osob
chorych na RA do wyrzutu NET istotnie ko-
reluje z wysokim poziomem ACPA (KHANDPUR
i wspotaut. 2013). Rowniez w tym przypad-
ku przeciwciala ACPA sa w stanie pobudzac
powstawanie sieci, a kontakt NET z komor-
kami blony stawowej aktywuje te drugie do
produkcji czynnikéw zapalnych (KHANDPUR i
wspoétaut. 2013).

NET sa takze zaangazowane w tworzenie
zakrzepic, w tym zakrzepicy zyl glebokich
(ang. deep vein thrombosis, DVT). Krzepnie-
cie krwi to proces fizjologiczny, ktory moze
by¢ przyktadem tego jak intensywnosé¢ two-
rzenia NET determinuje, czy beda one od-
grywaly pozytywna czy negatywna role w
organizmie. Zakrzepy krwi tetniczej sa cze-
sto wywolywane uszkodzeniem Srodbtonka,
natomiast do zakrzepow zylnych dochodzi
zazwyczaj, gdy przeplyw krwi jest zmniejszo-
ny przez kilka godzin (EsMON 2009). W obu
przypadkach neutrofile naplywaja do miejsca
wytworzenia sie skrzepu i Scisle przylegaja
do Srédblonka (KAMBAS i wspétaut. 2012).
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Elementem krwi aktywnie uczestniczacym w
tworzeniu skrzepu sa plytki krwi, ktore po
aktywacji wchodza w interakcje z neutrofila-
mi przylegajacymi do Scian naczyn. Wiazanie
plytek krwi do neutrofili moze aktywowac
te drugie i w efekcie prowadzi¢ do wyrzu-
tu NET (CLARK i wspoétaut. 2007). Nastepnie
plytki krwi zaczynaja przylega¢ do samych
NET, tworzac najpierw male agregaty, kto-
re z czasem moga sie powickszaé. W dalszej
kolejnosci do sieci przylegaja takze erytro-
cyty, razem tworzac tzw. czerwony skrzep
(FucHs i wspoétaut. 2010, BRILL i wspoétaut.
2012). Oprocz plytek krwi i czerwonych
krwinek, sieci NET sa takze miejscem przy-
czepu dla bialek osocza takich jak: czynnik
Von Willebranda (ang. von Willebrand fac-
tor, VWF), fibronektyna i fibrynogen, ktoére
sprzyjaja tworzeniu skrzepu oraz stabilizujg
go (FucHS i wspélaut. 2010). Analizy immu-
nocytochemiczne wykazaty, ze w bliskim sa-
siedztwie DNA i VWF, w obrebie skrzepow
zylnych w przebiegu DVT, znajduja sie tak-
ze cytrulinowane histony H3, co potwierdza
udzial neutrofilowych sieci zewnatrzkomorko-
wych w tworzeniu skrzepow (BRILL i wspot-
aut. 2012). Sposrod skladowych NET bio-
racych udzial w tworzeniu skrzepu, wazna
role odgrywaja takze proteazy serynowe: ela-
staza neutrofilowa (NE) i katepsyna G, ktore
potrafia degradowac inhibitory krzepniecia.
Wykazano takze, ze u myszy pozbawionych
tych biatek, odkladanie fibryny i tworzenie
skrzepu jest zredukowane, podobnie jak to
jest obserwowane po zastosowaniu przeciw-

cial przeciwko kompleksowi histony-DNA
(MASSBERG i wspétaut. 2010). Dotychczas
potwierdzono role wszystkich elementow

NET w procesie tworzenia (mikro- i makro-)
zakrzepow (GOULD i wspotaut. 2015). Nad-
miar neutrofilowych sieci zewnatrzkomor-
kowych powoduje nadmierna koagulacje,
ktora, zatrzymujac dopltyw krwi do narza-
doéw, moze prowadzi¢ do ich niedokrwienia
(BRINKMANN i ZYCHLINSKY 2012). Zjawisko to
jest takze obserwowane w przebiegu sepsy
(posocznicy), zagrazajacej zyciu ogolnoustro-
jowej reakcji zapalnej. Sepsa zazwyczaj jest
konsekwencja zakazenia krwi, towarzyszy jej
niewydolnos¢ wielonarzadowa, moze prowa-
dzi¢ do wstrzasu septycznego i ostatecznie
Smierci, nawet w 40% przypadkéw (CHANG
i wspoétaut. 2010). Szybkie rozpoznanie sep-
sy, podawanie antybiotykéw 1 utrzymanie
rownowagi elektrolitow (kierunkowe nawod-
nienie) zwieksza szanse przezycia, jednakze
pacjenci, ktorzy przezyja ciezka sepse czesto
zmagaja sie z trwalymi uszkodzeniami na-
rzadoéw, zaburzeniami funkcji poznawczych
i niepelnosprawnoscia (IWASHYNA i wspoélaut.
2011). Sepsa jest konsekwencja infekcji o
roznorodnym podlozu (bakteryjnym, wiru-

sowym, grzybiczym) i prowadzi do zlozonej
odpowiedzi immunologicznej organizmu, w
wyniku ktorej dochodzi do ogoélnoustrojowe;j
aktywacji leukocytow, najliczniej reprezento-
wanych przez neutrofile (HAZELDINE i wspol-
aut. 2014). Prace badawcze na myszach
wykazaly, ze w czasie sepsy zachodzi inten-
sywny naplyw neutrofili do takich organéw
jak: watroba, pluca czy nerki, w ktoérych
dodatkowo produkowane sa liczne NET (Luo
i wspotaut. 2014, KOLACZKOWSKA i wspol-
aut. 2015, CZzAIKOSKI i wspétaut. 2016). Na
pierwszych etapach sepsy, wazng rola NET
w tych narzadach jest wylapywanie bakterii
i zapobieganie ich rozprzestrzenianiu. Po-
shugujac sie metoda mikroskopii in vivo, w
trakcie ktorej obrazowano sinusoidy, czy-
li naczynia krwiono$ne watroby, MCDONALD
i wspoétaut. (2012) wykazali, ze przylegajace
do Scian naczyn neutrofile wyrzucajg sieci,
ktore doskonale wylapuja z krazenia podane
wczesniej dozylnie bakterie E. coli. Zasadni-
czo, wylapywanie bakterii z krwi jest funkcja
osiadlych w sinusoidach makrofagéw, czyli
komoérek Browicza-Kupffera, jednak w przy-
padku sepsy funkcje te przejmuja czesciowo
NET. Sa one w stanie wylapacC cztery razy
wiecej bakterii niz komorki Browicza-Kupf-
fera (MCDONALD i wspoélaut. 2012). Pomimo
pozadanych funkcji obronnych zwiazanych z
tworzeniem NET, struktury te przyczyniaja
sie takze do rozwoju patologii towarzysza-
cej sepsie. Jednym 2z -charakterystycznych
zjawisk towarzyszacych posocznicy jest tzw.
sztorm cytokinowy, polegajacy na produkcji
bardzo duzych ilosci cytokin i ich wyrzucie
do krwi (KOLACZKOWSKA i KUBES 2013). Udo-
wodniono, ze podanie DNazy rozkladajace;j
DNA sieci, znaczaco obniza produkcje cyto-
kin (Luo i wspétaut. 2014). Wykazano tak-
ze korelacje pomiedzy wysokim poziomem
wolnego DNA lub komplekséow DNA-MPO
pochodzacych z NET a wysokim poziomem
markeréw Swiadczacych o uszkodzeniach
narzadow (watroby, nerek, serca, pluc) oraz
Srodblonka. Zjawisko to obserwowano za-
réwno u myszy, jak i pacjentow z sepsa
(CzalkOSKI i wspétaut. 2016). NET sa silnie
powiazane z uszkodzeniem sSrodblonka oraz
niewydolnoscia narzadow, typowymi zjawi-
skami w patologii sepsy. Jak wykazano w
badaniach in vitro, aktywowany srodbtonek
moze pobudza¢ wyrzut sieci przez neutro-
file, co powoduje uszkodzenie jego samego
(GupTA i wspoétaut. 2010). Chcac poznaé me-
chanizmy powstawania i degradacji NET w
czasie posocznicy, KOLACZKOWSKA i wspotaut.
(2015), wykorzystujac technike mikrosko-
pii przyzyciowej, zbadali role NET w czasie
sepsy wywolanej eksperymentalnie u myszy
poprzez podanie bakterii Staphylococcus au-
reus. Koncentrujac swe badania na watro-
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bie, organie w ktorym skupiala sie najwiek-
sza liczba bakterii, i ktory ulegl najwieksze-
mu zniszczeniu, zaobserwowano zwiekszony
naplyw neutrofili i silny wyrzut NET. Oka-
zalo sie, ze NET byly obecne w naczyniach
watroby jeszcze przez wiele godzin od ich
wyrzutu i eliminacji bakterii krazacych we
krwi. Szczegdlowe badania ujawnily, ze to
zalegajace w naczyniach NET, a glownie
przytaczona do nich NE, powoduja uszko-
dzenia Srédblonka naczyniowego i hepatocy-
tow (KOLACZKOWSKA i wspoétaut. 2015).

FIZJOLOGICZNE MECHANIZMY
USUWANIA NET

Powyzsze przyklady wskazuja na bezpo-
Sredni wplyw nadmiernego tworzenia NET
lub ich nieprawidlowego usuwania na roz-
woOj chorob o roéznorodnym podlozu, jed-
noznacznie dowodzac, ze tworzenie NET
moze byC zwigzane z nasilona odpowiedzig
immunologiczna. Istotnie, przeciwciata
skierowane przeciwko DNA, histonom czy
biatkom  ziarnistoSci neutrofilowych sa
cecha charakterystyczna wielu schorzen
autoimmunizacyjnych (MANSON i wspoétaut.
2009, CRISPIN i wspotaut. 2010, PRATESI i
wspotaut. 2014), wskazujac sieci jako zrodio
autoantygenow (HAKKIM i wspétaut. 2010).

W tym Swietle istotnym jest pytanie, ja-
kie sa fizjologiczne mechanizmy usuwania
NET i dlaczego nie zawsze sa one efektywne.
Ze wzgledu na fakt, ze DNA stanowi szkielet
NET, pierwsze badania skoncentrowaly sie
na DNazie obecnej w surowicy krwi (TAMKO-
VICH i wspoétaut. 2006). Ponadto stwierdzono,
ze niektore bakterie sa zdolne do produkcji
DNaz, co uznano za jeden z mechanizméw
unikania, badz ucieczki z NET (BUCHANAN
i wspotaut. 2006). DNazy to endonukleazy
produkowane przede wszystkim przez przy-
sadke mozgowa, jelito cienkie, nerki, wezly
chionne, serce, ptuca oraz w mniejszej ilo-
Sci przez grasice, Sledzione, watrobe i mie-
Snie szkieletowe, z ktoérych sa wydzielane do
uktadu trawiennego i do krwiobiegu (LACKS
1981, HAKKIM i wspoétaut. 2010). Do najle-
piej poznanych DNaz naleza: DNaza I, obec-
na przede wszystkim w krazeniu, oraz DNa-
za I, obecna w komorkach, umozliwiaja-
ca np. makrofagom trawienie pochlonietego
DNA komoérek apoptotycznych (NAGATA 2005,
NAGATA i KAWANE 2011). U czesci chorych
na SLE obserwuje sie obnizona aktywnosé
DNazy I, co jest zwiazane z wystepowaniem
w surowicy chorych inhibitoréow tej endonu-
kleazy (HAKKIM i wspotaut. 2010). Uznaje sie
zatem, ze chorzy na SLE majg ograniczona
zdolnos¢ do degradacji NET, co przyczynia
sie do rozwoju choroby (DAVIS i wspélaut.
1999). Jednak jak wskazuja badania m.in.

naszego zespotu, DNaza I nie jest w pelni
efektywna w warunkach in vivo. W bada-
niach przeprowadzonych z zastosowaniem
mikroskopii in vivo pokazano, ze NET zale-
gajace w naczyniach krwionosnych watroby
sg tylko czesciowo usuwane przez te endo-
nukleaze (KOLACZKOWSKA i wspoétaut. 2015).
Dzieki zastosowanej technice, ktéra pozwala
na obserwacje w czasie rzeczywistym dy-
namicznych procesé6w pokazano, ze DNaza
w ciagu kilku minut usuwa DNA tworzacy
gtowny szkielet NET (spelniajacy te role na
etapie ich tworzenia i tuz po wyrzuceniu z
neutrofili), ale nie przylaczone do niego bial-
ka, w tym histony i NE. Wynika to z fak-
tu, ze skladowe NET przylaczajg sie wtornie
do bialek obecnych na S$rédblonku naczy-
niowym, takich jak VWF (GRASSLE i wspol-
aut. 2014, KOLACZKOWSKA i wspoétaut. 2015).
Zjawisko to takze tlumaczy, przynajmniej
czeSciowo, dlaczego sieci uszkadzaja tkanki
wilasne. Jezeli bowiem NET maja mozliwosé
wigzania sie do struktur ,kotwiczacych” je
w naczyniach lub tkankach, to nawet naj-
sprawniejszy fizjologiczny mechanizm usu-
wania NET moze nie byc¢ efektywny.

Nadal niewiele wiadomo o fizjologicz-
nych mechanizmach usuwania NET przez
organizm, a dotychczas opublikowane do-
niesienia pochodza wylacznie z badan in vi-
tro. Pierwsza probe poznania tych mechani-
zmow podjeli badacze z Instytutu Karolinska
w Sztokholmie (Szwecja) (FARRERA i FADEEL
2013). Neutrofile wyizolowane z krwi ochot-
nikéw zostaly zaktywowane do wyrzutu NET
poprzez stymulacje syntetycznymi estrami
forbolu (PMA). Sieci te =zostaly nastepnie
przeniesione do hodowli makrofagéw, pocho-
dzacych ze zroznicowanych ludzkich mono-
cytow, i z czasem byly przez nie usuwane
poprzez endocytoze (FARRERA i FADEEL 2013).
Zewnatrzkomoérkowy DNA pochodzacy z NET
byl obecny w lizosomach makrofagéw, co
sugeruje, ze enzymy obecne w tych struktu-
rach sa odpowiedzialne za degradacje sieci.
Badaczom udalo sie wykazac, ze okolo 15%
makrofagéw bralo udzial w trawieniu NET
oraz, ze pojedyncza sie¢ byta trawiony przez
wiecej niz jednego makrofaga. Szacujac ki-
netyke usuwania sieci wykazano, ze inten-
sywnosc¢ tego procesu jest najwieksza w cia-
gu pierwszych dwoch godzin, po czym spa-
da. Wykazano takze, ze dodanie DNazy I do
hodowli makrofagow istotnie zwieksza tempo
i efektywnos¢ usuwania NET (FARRERA i FaA-
DEEL 2013). Co bardzo wazne, wykazano, ze
proces usuwania NET nie aktywuje makro-
fagow, podobnie jak pochtanianie ciatek i
komoérek apoptotycznych, a wiec nie inicju-
je potencjalnie autodestruktywnej odpowiedzi
zapalnej.
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W kolejnych badaniach podjeto probe
fenotypowej analizy makrofagow usuwaja-
cych NET. Makrofagi moga przejawiac jeden
z dwoch gléwnych fenotypow: aktywowa-
nych klasycznie, prozapalnych makrofagow
M1, oraz aktywowanych alternatywnie, su-
presyjnych, przeciwzapalnych makrofagow
M2 (NAzZIMEK i BRYNIARSKI 2012). Dane li-
teraturowe wskazuja, ze to makrofagi typu
M2 sa zaangazowane w proces usuwania
martwych, w tym apoptotycznych, komoérek
(LAUBER i wspétaut. 2004). Zespo6t z Uni-
wersytetu Hokkaido w Sapporo (Japonia)
przeprowadzil badania, w ktérych neutrofile
pochodzace od zdrowych dawcow poddane
zostaly stymulacji PMA lub przeciwcialem
anty-MPO (jednym z przeciwcial ANCA), w
celu indukcji NET (NAKAZAWA i wspoétaut.
2016). Nastepnie do hodowli neutrofilii,
ktore wyrzucity NET, dodawano makrofagi
zroznicowane uprzednio do jednego z dwoéch
fenotypow, M1 lub M2. Makrofagi réznico-
wano na dwa sposoby:

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

(2) alternatywnie, wykorzystano komor-
ki linii bialaczki monocytarnej (THP-1), kto-
re réznicowano w fenotyp M1 przy uzyciu
IFN-y oraz lipopolisacharydu (LPS), a w fe-
notyp M2 uzywajac do tego IL-4 (NAKAZAWA i
wspotaut. 2016).

Badaczom udalo sie wykazac, ze w trak-
cie inkubacji z neutrofilami, ktére wyrzucity
sieci, makrofagi niezaleznie od swojego feno-
typu (i pochodzenia: krew/linia komérkowa)
posiadaly zdolnos¢ do trawienia NET. Jed-
nak co zaskakujace, kontakt z neutrofilami,
ktore wyrzucily NET i/lub samymi sieciami
aktywowal makrofagi M2 do szybkiej (po kil-
ku godzinach) produkcji niezgodnych z ich
fenotypem cytokin pro-zapalnych, takich jak:
TNF-a, IFN-y czy IL-8. By¢ moze wynik ten
nalezy interpretowac jako wywotana obecno-
Scia NET zmiane fenotypu makrofagow. Z
kolei inkubacja makrofagow o fenotypie M1
z sieciami i neutrofilami, ktére je wyrzucily,
spowodowatla, ze niektére makrofagi same
wyrzucily DNA (NAKAZAWA i wspétaut. 2016).
Zdolnos¢ makrofagéw do tworzenia sieci zlo-
zonych z DNA i bialek przeciwbakteryjnych
opisano po raz pierwszy w 2010 r. (CHOW
i wspoétaut. 2010), jednak dotychczas nie
wykazano, aby NET takze mogly wywotac
taki efekt. W pracy grupy z Japonii stwier-
dzono ponadto, ze makrofagi M1 ostatecznie

(w ciagu doby) skutecznie usuwaly sieci wy-
rzucone przez neutrofile oraz wlasny DNA, a
na koncu ginely apoptotycznie (NAKAZAWA i
wspoétaut. 2016). Choc¢ wiele wnioskow wy-
nikajacych z tej pracy jest interesujacych, to
jednak pozostawia ona takze wiele kwestii
nierozstrzygnietych. Czy obserwowany wplyw
na makrofagi wynikal z ich kontaktu z NET
czy tez raczej z neutrofilami, ktore je wyrzu-
cily? Ewidentnie obserwowano inng aktyw-
nos¢ makrofagéw niz w badaniach grupy ze
Szwecji, ktéra nie stwierdzitla produkcji zad-
nych cytokin, gdy makrofagi byly inkubowa-
ne z samymi NET, bez neutrofili (FARRERA i
FADEEL 2013). Ponadto, jak wytlumaczy¢, ze
makrofagi, ktore same wyrzucilty DNA/sieci
nastepnie gina $miercig zalezna od obecno-
Sci funkcjonalnych genoéw? Przede wszyst-
kim jednak, najwazniejsze pytania zwiazane
z usuwaniem NET ciagle pozostaja bez od-
powiedzi: (i) jakie receptory na makrofagach
sa zaangazowane w rozpoznanie skladowych
NET, (ii jak te komorki, bez zaangazowania
DNazy I, sa w stanie usuwac¢ NET, ktorych
rozmiary sa duzo wieksze od nich samych. I
wreszcie (iii) jak ten proces przebiega w na-
czyniach krwionosnych i tkankach oraz (iv)
czy makrofagi to jedyne komoérki, ktére usu-
waja sieci w organizmie?

TERAZNIEJSZOSC A PRZYSZLOSC

Poznanie fizjologicznych sposobow, po-
przez ktore neutrofilowe sieci zewnatrzko-
morkowe moga by¢ usuwane stanowi bar-
dzo wazny aspekt biologii neutrofili, moga-
cy rzuci¢ swiatlo na rozwdj choréb/stanow
patologicznych, w ktorych NET odgrywaja
kluczowa role. Opublikowane dotychczas
prace, skupiajace sie na potencjale makrofa-
gow, profesjonalnych fagocytow, do trawienia
i usuwania NET, niewatpliwie przedstawiaja
nowe informacje, jednak nie sa rozstrzyga-
jace. Przede wszystkim jednak sa to bada-
nia przeprowadzane w warunkach in vitro.
Ogromny rozwéj technik obserwacji mikro-
skopowej jaki dokonal sie w ciggu kilku
ostatnich lat, a w szczegélnosci zwiazany
z wykorzystaniem mikroskopii in vivo daje
zdecydowanie wieksze mozliwosci.

Kolejna kontrowersja zwigzana z bada-
niami nad NET i ich usuwaniem jest spo-
sob indukcji NET poprzez stosowanie syn-
tetycznego PMA. W rzeczywistych ukladach
biologicznych, NET sa konsekwencjg infek-
cji, wnikniecia drobnoustrojéow do organizmu
lub uwolnienia DAMP w czasie zapalenia
sterylnego. Biorac pod uwage, ze sklad NET
moze by¢ rozny w zaleznosci od zastosowa-
nego stymulanta (URBAN i wspoétaut. 2009),
mechanizm ich usuwania réwniez moze byc¢
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zroznicowany, a to sugeruje zmiane metodo-
logii przysztych badan.

Odkryte i opisane jako nowy sposob wal-
ki neutrofili z patogenami NET, istotnie spel-
niaja wazna funkcje w kontrolowaniu zakaze-
nia i eliminacji patogenéw. Pomimo poznania
licznych mechanizméw prowadzacych do ich
tworzenia i wyrzutu, wciaz niewiele wiado-
mo o tym jak sa usuwane. Aspekt ten jest
kluczowy, zwazywszy na udzial NET w pa-
togenezie licznych choréb prowadzacych do
uszkodzen tkanek wiasnych. Kolejnym kro-
kiem badan nad NET bedzie z pewnoscia
opracowanie skutecznej i bezpiecznej meto-
dy usuwania sieci po tym, jak juz wypelnig
swoje zadania, tak aby zminimalizowaé¢ skut-
ki uboczne ich tworzenia i/lub obecnosci.

Streszczenie

Neutrofilowe sieci zewnatrzkomoérkowe (NET) to nie-
dawno odkryty mechanizm, dzieki ktéremu neutrofile
moga skutecznie walczy¢ z patogenami. W wyniku akty-
wacji neutrofile wyrzucaja zdekondensowany DNA, pota-
czony z histonami i biatkami pochodzacymi z ziarnisto-
Sci. Te przestrzenne struktury moga wylapywaé, ograni-
czaé rozprzestrzenianie sie, a w niektorych przypadkach
zabija¢ patogeny. Pomimo korzystnych efektéw, NET sa
takze odpowiedzialne za patogeneze réznych choréb au-
toimmunizacyjnych, takich jak reumatoidalne zapalenie
stawow, tuszczyca czy toczen rumieniowaty ukladowy, a
takze przyczyniaja sie do uszkodzen narzadoéw w trakcie
sepsy. Jak dotad niewiele wiadomo o tym jak NET sa
usuwane z naczyn krwionosnych i narzadéw oraz przez
ktore komorki. Istniejace, nieliczne doniesienia wskazuja
na udzial makrofagow w usuwaniu NET, jednakze wy-
niki te pochodza tylko z eksperymentéw in vitro. Otwar-
tym pozostaje zatem pytanie o mechanizmy tego procesu
w skomplikowanym s$rodowisku zywego organizmu. W
zwiazku z patologicznym aspektem tworzenia NET, waz-
nym bedzie opracowanie skutecznego srodka 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 Kkill
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



