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SARS-CoV-2 A NEUTROFILE: W SIECI NEUTROFILOWYCH PULAPEK
ZEWNATRZKOMORKOWYCH NET

WSTEP

Wirus SARS-CoV-2 stanowi powazne za-
grozenie dla funkcjonowania phluc, a takze in-
nych narzadéw, w tym nerek, watroby i ser-
ca, oraz Srodbtonkow naczyn krwionosnych,
prowadzac nawet do Smierci zakazonego pa-
cjenta. U osoéb, u ktorych rozwija sie choroba
COVID-19 (ang. coronavirus disease 2019),
dochodzi do rozregulowania zaréwno wrodzo-
nej, jak i nabytej odpowiedzi immunologicz-
nej oraz balansu pomiedzy nimi. Choc¢ ciagle
poznajemy mechanizmy tej choroby, wiado-
mo juz, ze jedna z najwazniejszych przyczyn
proceséw patofizjologicznych zachodzacych u
chorych jest hiper-aktywacja neutrofili, pro-
wadzaca do nadmiernego wyrzutu neutro-
filowych sieci zewnatrzkomorkowych (NET),
ktore nie sa prawidlowo usuwane. Rola NET
jest wylapywanie patogenow takich jak wi-
rusy czy bakterie, ale moga one stanowic
miecz obosieczny, prowadzac takze do uszko-
dzen tkanek wlasnych. Wynika to z faktu, ze
proteazy wchodzace w skilad NET, takie jak
elastaza neutrofilowa, moga ulatwia¢ wnika-
nie wirusa do komorek (ulatwiaja remodelling
biatek powierzchniowych wirusa), sprzyjaja
tworzeniu zakrzepow, a takze aktywaciji ukta-
du dopelniacza. Na poczatku 2021 r. grupa
47 naukowcow zajmujacych sie badaniami
NET, w tym wspolautorka obecnego opraco-
wania (EK), zebrali i przeanalizowali wszystkie
doniesienia na temat powiazan pomiedzy pu-
lapkami neutrofilowymi a przebiegiem infekcji
SARS-CoV-2, wykazujac Scista zalezno$¢ po-

miedzy nimi (ACKERMANN i wspétaut. 2021).
W obecnej pracy charakteryzujemy NET oraz
opisujemy ich role w rozwoju i przebiegu in-
fekcji COVID-19. Przedstawiamy takze testo-
wane i potencjalne terapie anty-NET, mogace
poprawi¢ stan chorych i/lub ochroni¢ przed
Smiercig pacjentow.

NEUTROFILE

Neutrofile to komoérki uktadu odporno-
Sciowego, biorgce udzial w odpowiedzi wro-
dzonej, nazywane inaczej granulocytami
obojetnochlonnymi Ilub leukocytami poli-
morfonuklearnymi (ang. polymorphonuclear
leukocytes, PMN), ktore stanowig pierwsza
linie obrony organizmu przed patogenami
(KoLaczkowsKA i KUBES 2013). W krwiobie-
gu czlowieka neutrofile stanowia wiekszosé
wszystkich leukocytéw (50-70%), a w zdro-
wym organizmie, w ciagu doby, powstaje
ich ok. 10!'" (BORREGAARD 2010). Wartosci
referencyjne prawidlowej liczebnosci neu-
trofili wahaja sie miedzy 1800-8000/ul
krwi zdrowego, dorostego czlowieka. Doj-
rzale granulocyty obojetnochtonne kraza-
ce w krwiobiegu maja Srednice 10-15 um,
jadro podzielone na segmenty oraz unika-
towe ziarnistosci i pecherzyki wydzielnicze
obecne w cytoplazmie (BORREGAARD 2010).
Obecnie uwaza sie, ze dlugosé zycia neu-
trofili we krwi obwodowej czlowieka to ok.
24 godziny, ale w tkankach, podczas zapa-
lenia, czas ten moze ulec wydluzeniu (Ko-
LACZKOWSKA i KUBES 2013).

Stowa kluczowe: dopelniacz, neutrofile, neutrofilowe pulapki zewnatrzkomorkowe, SARS-CoV-2, zakrzepica
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Proces powstawania granulocytow, w tym
neutrofili, nazywamy granulocytopoeza. Za-
chodzi on w szpiku kostnym, gdzie neutro-
file réznicuja sie z komorek macierzystych
krwiotworzenia (BORREGAARD 2010). Kolejne
stadia dojrzewajacych neutrofili to mielo-
blast, promielocyt, mielocyt, metamielocyt,
neutrofil pateczkowaty i neutrofil polimorfo-
jadrowy (GOLAB i wspotaut. 2017). Granulo-
cyty obojetnochlonne uwalniane sa ze szpi-
ku do krwi, i cho¢ zasadniczo w stanie ho-
meostazy neutrofile wystepuja wylacznie w
krwiobiegu, to jednak pewng ich pule mozna
odnalez¢ w szpiku kostnym, s$ledzionie, wa-
trobie i ptucach (SUMMERS i wspoélaut. 2010).
W narzadach tych spelniaja one role komo-
rek patrolujacych, monitorujac obecnos¢ pa-
togenéw lub uszkodzen tkanek (KOLACZKOW-
SKA i KUBES 2013). Dodatkowo, w krwiobie-
gu, oprocz krazacych neutrofili, istnieje tez
tzw. pula marginalna; sa to neutrofile, ktore
pozostaja w kontakcie z Srodblonkiem zytek
pozawlosowatych (GOLAB i wspétaut. 2017).
Komorki te zostaja zrekrutowane (wracajg
do puli krazacej we krwi) dopiero pod wpty-
wem bodzcow zapalnych (KOLACZKOWSKA i
KUBEs 2013).

UNIKATOWE CECHY NEUTROFILI

Morfologicznie neutrofile posiadaja dwie
charakterystyczne cechy: segmentowane ja-
dro komorkowe i liczne, zréznicowane ziarni-
stosci (Ryc. 1).

Platowate, segmentowane jadro neutro-
fila w dojrzatej komoérce sklada sie z 3 do
S platéw, a ich liczba zwigcksza sie w miare
dojrzewania neutrofila. Jednak spotykane sg
przypadki, w ktorych jadro neutrofila posia-
da wiecej platow i takie zjawisko zwane jest
hipersegmentacja (MANLEY i wspotaut. 2018).
Jest to stan patologiczny, najczesciej spo-
wodowany niedoborem sktadnikow odzyw-
czych, takich jak witamina B ,, kwas foliowy
czy zelazo (GOLAB i wspoétaut. 2017). Mimo
swoich duzych rozmiarow, jadro nie jest ele-
mentem statycznym. Dzieki swojemu poto-
zeniu w sasiedztwie centrum organizujacego
mikrotubule (ang. microtubule organizing
centre, MTOC) moze ulatwia¢ przemieszcza-
nie sie komoérki. MTOC odpowiada za sku-
pienie mikrotubul, ktore rozgaleziaja sie
wewnatrz komorki, otaczajac takze jadro
komoérkowe (MANLEY i wspétaut. 2018). W
MTOC generowane sg sily zdolne popchnac
jadro neutrofila do przodu, co skutkuje ru-
chem calej komorki. Z kolei dzieki swoje-
mu unikatowemu skladowi, jadro moze dy-
namicznie zmienia¢ ksztalt, kiedy komorka
przeciska sie pomiedzy komérkami $rédbton-
ka opuszczajac naczynie (MANLEY i wspétaut.
2018). Zatem odksztatcalnos¢ jadra moze
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Ryc. 1. Schematyczna budowa neutrofila: unika-
towe jadro i typy ziarnistosci.

Na rycinie przedstawiono schematyczna budowe neu-
trofila z uwzglednieniem segmentowanej struktury jadra
komoérkowego oraz licznych ziarnistosci czterech typow.
Dla kazdego typu ziarnistosci wymieniono najwazniej-
sze unikatowe biatka, specyficzne tylko dla danego typu
ziarnistosci, a takze pozostale bialtka w nich wystepu-
jace. Na schemacie zaznaczono takze obecno$§¢ mito-
chondriéw, ktore cho¢ nieliczne w neutrofilach, maja
znaczenie w procesach przedstawionych na Ryc. 3. Dla
poréwnania, schemat neutrofila zestawiono ze zdjeciem
ludzkiego neutrofila, obecnego w rozmazie ludzkiej krwi
pelnej (barwienie May-Grunwald Giemsa; skala 5 pm,
autorka: dr Malgorzata Opydo-Chanek). Na zdjeciu wi-
doczne sa takze fragmenty erytrocytow. MMP - metalo-
proteinaza macierzy zewnatrzkomorkowe;j.

narzucac¢ szybko§é migracji neutrofili, bedac
kluczowym elementem determinujacym efek-
tywnos¢ tego zjawiska.

Kolejna unikatowa cecha neutrofili sa
ich ziarnistosci wystepujace w czterech ty-
pach: ziarnistosci pierwszorzedowe (azurofil-
ne), drugorzedowe (swoiste, wtorne), trzecio-
rzedowe (zelatynowe) i pecherzyki wydziel-
nicze, a kazdy z nich rézni sie skladem
bialek przeciwbakteryjnych i enzymatycz-
nych, wykorzystywanych do walki z pato-
genami (GOLAB i wspétaut. 2017) (Ryc. 1).
Przykladowo, w ziarnistoSciach azurofilnych
przechowywane sa m.in. mieloperoksydaza
(MPO) czy elastaza neutrofilowa (GOLAB i
wspoétaut. 2017).

JAK FUNKCJONUJA NEUTROFILE?

Neutrofile, jak i inne leukocyty odpo-
wiedzi wrodzonej, rozpoznaja patogeny (ich
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unikatowe struktury) poprzez receptory roz-
poznajace wzorce (ang. pattern recognition
receptors, PRR), ktore moga wystepowac
zaro6wno na powierzchni, jak i w struktu-
rach  wewnatrzkomoérkowych  leukocytow
(GOLAB i wspoélaut. 2017). Przykladem ta-
kich struktur sa receptory Toll-podobne
(ang. Toll-like receptors, TLR) wystepujace
w licznych podtypach, np. TLR2 czy TLR4,
zlokalizowane na powierzchni leukocytow.
Receptory PRR rozpoznaja wzorce moleku-
larne zwiazane z patogenami (ang. patho-
gen associated molecular patterns, PAMP),
struktury niezbedne dla patogenow do ich
przezycia lub namnazania, i jednoczesnie
nieobecne na/w komorkach kregowcéw. Do
PAMP nalezy m.in. lipopolisacharyd (LPS),
peptydoglikany, kwas tejchojowy i mannany
(GOLAB i wspotaut. 2017). Poszczegdlne PRR
rozpoznaja dane PAMP, np. TLR4 rozpozna-
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Ryc. 2. Mechanizmy eliminacji patogenéw przez
neutrofile.

W procesie fagocytozy mikroorganizmy sa pochtaniane
do wnetrza komorki na zasadzie endocytozy, a nastep-
nie trawione przez enzymy i biatka znajdujace sie we
wnetrzu ziarnistosci lub z wykorzystaniem reaktywnych
form tlenu o silnej toksycznosci dla patogenow (wybuch
tlenowy). Degranulacja polega na uwolnieniu ziarnisto-
Sci lub ich zawartosci do przestrzeni miedzykomoérkowej,
a wydzielone biatka neutralizuja patogeny w otoczeniu
komorki. Wyrzut zewnatrzkomoérkowych putapek neu-
trofilowych (NET) nastepuje w wyniku m.in. aktywno-
Sci bialek pochodzacych z ziarnistosci, a liczne z tych
bialek sa takze przytaczone do sieci. To wiasnie one
uczestnicza w eliminacji patogenoéw ztapanych w NET.
NET - zewnatrzkomoérkowe putapki neutrofilowe (wg Ko-
LACZKOWSKA i KUBES 2013, zmodyfikowana).

je LPS, a TLR2 kwasy tejchojowe. Istnieja
takze podtypy receptorow TLR zlokalizowa-
ne wewnagtrzkomoérkowo, np. TLR7 i TLRO,
odpowiedzialne za rozpoznanie okreslonego
typu kwasow nukleinowych, odpowiednio
ssRNA (ang. single stranded RNA) i DNA
wirus6w (GOLAB i wspélaut. 2017). Roz-
poznanie patogenu prowadzi do aktywacji
neutrofili, ktore moga eliminowac je na trzy
gléwne sposoby: poprzez fagocytoze, degra-
nulacje i zewnatrzkomérkowe putapki neu-
trofilowe (BORREGAARD 2010) (Ryc. 2).

Fagocytoza to proces, ktory polega na
endocytozie (aktywnym pochlanianiu) mi-
kroorganizmow, a nastepnie ich wewnatrz-
komoérkowym zabijaniu (GOLAB i wspoétaut.
2017). W procesie niezaleznym od tlenu
wykorzystywane sa enzymy (np. lizozym),
biatka bakteriob6jcze (np. laktoferyna) i ka-
tionowe peptydy (np. defensyny), ktore znaj-
duja sie w ziarnistoSciach neutrofili (GOLAB
i wspoétaut. 2017). Po polaczeniu ziarnisto-
Sci i fagosomu, do wnetrza powstalego pe-
cherzyka dostaja sie wysokie stezenia po-
wyzszych substancji, ktére sa toksyczne dla
patogenow (WITKO-SARSAT i DESCAMPS-LATS-
CHA 1994). Nalezy zaznaczy¢, ze skladniki
ziarnistosci, dzialajac synergistycznie, daja
znacznie silniejszy efekt, niz dzialajac po-
jedynczo (GOLAB i wspoétaut. 2017). Z kolei
proces zalezny od tlenu wymaga uzycia re-
aktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS) i jest nazywany wybuchem
tlenowym (KOLACZKOWSKA i wspétaut. 2007).
Do produkcji ROS niezbedna jest oksydaza
NADPH (ang. NADPH oxidase, Nox). Jest to
wieloskladnikowy kompleks enzymatyczny,
ktory umiejscowiony jest w blonie fagoso-
mu (BORREGAARD 2010). ROS sa zwiazkami
wysoce toksycznymi, dzialajacymi na bak-
terie, grzyby, pasozyty i komorki zmienio-
ne nowotworowo (GOLAB i wspélaut. 2017).
Aby zabezpieczy¢ zdrowe komoérki organizmu
i same neutrofile przed szkodliwym dziata-
niem ROS, reaktywne formy tlenu sa pod-
dawane unieczynnieniu przez enzymy takie
jak: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza
oraz reduktaza i peroksydaza glutationowa
(GOLAB i wspélaut. 2017).

Ziarna neutrofili w calosci lub tylko ich
zawartos¢, moga byc¢ rowniez wydzielane na
zewnatrz komorek, a proces ten nazywamy
degranulacja. Dzieki temu enzymy i bialtka
wypelniajace ziarnistosci moga dzialaé na
patogeny zlokalizowane w plynach ustrojo-
wych i tkankach (BORREGAARD 2010).

Ostatni mechanizm eliminacji patogenow
to tworzenie NET omoéwione w osobnym, ko-
lejnym rozdziale, a proces ten takze wyko-
rzystuje bialka zmagazynowane w ziarnisto-
Sciach neutrofili.
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Ryc. 3. Schematyczna budowa NET.

Neutrofilowe putapki zewnatrzkomorkowe skladaja sie
ze zdekondensowanego DNA wyrzuconego na zewnatrz
komorki w postaci wildkien chromatyny, do ktérego
przytaczone sa biatka jadrowe - cytrulinowane histony
(citH3/4) i biatka obecne w ziarnistoSciach neutrofila,
takie jak elastaza neutrofilowa (NE), mieloperoksydaza
(MPO), katepsyna G, zelatynaza B (MMP-9) czy proteina-
za 3. Neutrofile (A) wyrzucaja NET pod wplywem silnej
aktywacji, ale ich szkielet (DNA) moze pochodzi¢ albo z
jadra (B) albo z mitochondriéw (C). (D) Zdjecie pokazuje
rzeczywisty wyglad NET, z DNA pochodzenia jadrowego,
wyrzuconych przez neutrofile myszy laboratoryjnych pod
wplywem lipopolisacharydu (mikroskopia konfokalna,
skala 50 pm). Wybarwiono dwie skladowe NET: citH3
(kolor czerwony) i extDNA (kolor zielony). Miejsca ko-
lokalizacji (nakladania sig) tych dwoch sygnalow (kolor
z0lty) ostatecznie potwierdzaja obecnos¢ NET (autorka
zdjecia: mgr Iwona Cichon). extDNA - zewnatrzkomor-
kowe DNA.

NET: NEUTROFILOWE SIECI
ZEWNATRZKOMORKOWE

Neutrofilowe sieci zewnatrzkomorkowe
(ang. neutrophil extracellular traps, NET) to
nieoblonione struktury zbudowane m.in. z
DNA, ktére ma postac wlokien o Srednicy
15-17 nm oraz domen globularnych o Sred-
nicy 25 nm (BRINKMANN i wspoétaut. 2004).
Sktadowe te lacza sie, tworzac nici DNA o
Srednicy do 50 nm. DNA stanowi szkielet
NET, do ktorego przylaczone sa biatka po-
chodzace 2z ziarnistosci pierwszorzedowych
(np. elastaza neutrofilowa, mieloperoksydaza,
katepsyna G), drugorzedowych (np. laktofe-
ryna) i trzeciorzedowych (np. zelatynaza B)

neutrofili, oraz wszystkie typy histonow: H1,
H2A, H2B, H3 i H4 (BRINKMANN i wspoétaut.
2004) (Ryc. 3). DNA, posiadajace ujemny la-
dunek elektryczny, wiaze pozostale natado-
wane dodatnio elementy NET (KOLACZKOWSKA
i wspélaut. 2015).

Sposréd  znanych  mechanizméw  po-
wstawania NET, ponizej opisano dwa glow-
ne, ktore beda istotne w kontekscie infek-
cji SARS-CoV-2. Pierwszy z nich wiaze sie
z aktywnoscia elastazy neutrofilowej (NE),
proteazy serynowej (rozkladajacej wiazania
peptydowe w biatkach; zawierajacej w cen-
trum aktywnym aminokwas seryne), ktora
zatem jest nie tylko elementem skladowym
NET, ale takze uczestniczy w ich tworzeniu.
Wykazano, ze po aktywacji neutrofila, NE
przemieszcza sie z ziarnistosci azurofilnych
do jadra komorkowego, gdzie enzymatycznie
degraduje (rozklada) histony typu 1 (H1),
ktore utrzymuja zwarta strukture chroma-
tyny (PAPAYANNOPOULOS i wspoétaut. 2010). W
ten sposob zapoczatkowana jest dekonden-
sacja chromatyny, a w proces ten zaanga-
zowane jest takze inne bialko z ziarnistosci
neutrofili — MPO, cho¢ nie znamy szczego-
low jego dzialania. MPO jest jednym z en-
zymow zaangazowanych w produkcje ROS
zalezna od oksydazy NADPH i choé¢ w trak-
cie tworzenia NET mieloperoksydaza dziata
w sposob niezalezny od swojej aktywnosci
enzymatycznej [tylko brak biatka (myszy no-
kaut), a nie samo zahamowanie aktywnosci
MPO, hamuje powstanie NET], to wykazano,
ze ROS moga pomaga¢ NE wydosta¢ sie z
ziarnistosci (PAPAYANNOPOULOS 1 wspotaut.
2010). Drugim procesem wspomagajacym
dekondensacje chromatyny jest cytrulinacja
histonéw, bedaca konsekwencja aktywacji
deiminazy peptydyloargininy 4 (ang. pepti-
dylarginine deiminase 4, PAD4). Enzym ten
jest zlokalizowany w jadrze komoérkowym,
m.in. leukocytow, a jego aktywacja jest za-
lezna od dostepnosci jonéw wapnia Ca?.
(VOSSENAAR i wspoétaut. 2003). Poziom tych
ostatnich wzrasta po aktywacji neutrofili i
jest takze niezbedny dla wyrzutu NET (Gup-
TA i wspotaut. 2014). PAD4 odpowiada za
zastgpienie w resztach histonow H2A, H3 i
H4 aminokwasu argininy przez cytruline, co
powoduje zmiane ladunku pozytywnie na-
ladowanej argininy na neutralna cytruline
(WANG 1 wspotaut. 2009). Wykazano to m.in.
stosujac inhibitory PAD4, takie jak Cl-amidi-
ne. Nalezy zaznaczy¢, ze zarowno NE, PAD4,
a zwlaszcza ROS nie zawsze sa zaangazowa-
ne w tworzenie NET.

Nie wiemy dokladnie z czego to wynika,
ale postuluje sie, ze moze to zaleze¢ m.in.
od stymulanta, czynnika indukujacego po-
wstanie NET (BOELTZ i wspélaut. 2019).
NET moga sie tez rozni¢ miedzy soba w
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kontekscie pochodzenia DNA oraz przezy-
walnosci neutrofili po ich uwolnieniu. Choc¢
gtownie opisuje sie NET z DNA pochodze-
nia jadrowego, wykazano takze, ze moze
ono pochodzi¢ z mitochondriow (ludzkie mi-
tochondrium zawiera 4-10 kolistych czaste-
czek DNA kodujacych czes¢ biatek tancucha
oddechowego) (YOUSEFI i wspotaut. 2009)
(Ryc. 3). Kiedy komoérka zostaje pozbawiona
materialu genetycznego, zwlaszcza jadrowe-
go, intuicyjnie wydaje sie, ze ginie. Jednak
wykazano, ze neutrofile moga przezy¢ wy-
rzut NET, przemieszczac sie i w ten sposob
wylapywac¢ wiecej patogenow oraz je fago-
cytowac (YIPP i KUBES 2013). Znamy przy-
kltady innych ludzkich komoérek (erytrocyty)
oraz elementéow morfotycznych krwi (plyt-
ki), ktore cale swoje dojrzale zycie funkcjo-
nuja bez jadra komorkowego, a zatem nie
jest ono niezbedne. Jednak funkcjonowanie
takiej komorki zalezy od tego, jakie biatka
zostaly w niej wyprodukowane i zmagazyno-
wane zanim utracitla jadro, czy to w czasie
rozwoju (erytrocyt, megakariocyt/plytka) czy
po wyrzucie NET. Jeszcze nie wiemy czy w
organizmie (badania prowadzi sie glownie na
izolowanych neutrofilach) wiekszos¢ neutrofi-
li przezywa wyrzut NET czy umiera, ale fakt
pozostania przy zyciu wydaje sie zwiekszac
skutecznos¢ dziatania neutrofili i ich NET.
Te i inne mechanizmy tworzenia NET zosta-
ly opisane w artykule, ktéry ukazal sie w
Kosmosie (SANTOCKI i KOLACZKOWSKA 2017).
Neutrofile moga uwalnia¢ NET pod wply-
wem réznych bodzcow. Moga to by¢ cate pa-
togeny lub tylko ich fragmenty, ktore rozpo-
znawane sa jako PAMP, oraz struktury en-
dogenne (wlasne). Dotychczas potwierdzono
produkcje NET w odpowiedzi na bakterie,
grzyby, pierwotniaki i wirusy (KAPLAN i RADIC
2012). Dodatkowo, w czasie proceséw zapal-
nych toczacych sie w organizmie dochodzi
do uszkodzenia/obumierania wlasnych ko-
morek, z ktéorych wydostaja sie organelle ko-
morkowe/DNA/elementy cytoszkieletu, ktore
nazywamy strukturami molekularnymi zwia-
zanymi z uszkodzeniem (ang. danger/dama-
ge associated molecular patterns, DAMP),
poprzez analogie do PAMP. Poniewaz w pra-
widlowych warunkach (stan homeostazy)
znajduja sie one we wnetrzu komorek, ich
eksternalizacja powoduje aktywacje leukocy-
tow, w tym neutrofili i m.in. wyrzut NET,
alarmujac organizm o zagrozeniu. Tworze-
nie NET moze byc¢ takze zainicjowane przez
mediatory zapalne i elementy odpowiedzi
immunologicznej. Do tych pierwszych nale-
za cytokiny i chemokiny, takie jak: czynnik
martwicy nowotworéow (ang. tumor necro-
sis factor a, TNF-a), interleukina 1f (IL-1p),
IL-8 czy interferon y (IFN-y), a do tych dru-
gich: skladnik ukltadu dopelniacza C5a (Glo-

sarium 1), przeciwciala, tlenek azotu (ang.
nitric oxide, NO), produkowane w czasie re-
akcji zapalnej (KAPLAN i RADIC 2012).

Rola zewnatrzkomoérkowych putapek neu-
trofilowych jest wylapywanie i wunierucha-
mianie patogenéw, w tym wiruséw, ktore
przedostaly sie do organizmu, a dzieki wy-
sokiemu miejscowemu stezeniu enzymow i
biatek przeciwbakteryjnych przylaczonych do
NET, takze zabijanie ztapanych mikroorgani-
zmo6w. Patogeny uwiezione w NET niejedno-
krotnie zostaja zabite jeszcze zanim zacznie
sie proces fagocytozy, a ich mozliwosci roz-
przestrzeniania sie sa znacznie ograniczone
(BRINKMANN i wspoétaut. 2004). Dodatkowo,
neutrofile moga przemieszczaé¢ sie z przymo-
cowanymi do nich NET, zwiekszajac zasieg
ich dziatania i potegujac efekt hamowania
infekcji (KOLACZKOWSKA i KUBES 2013).

W celu wykrycia produkcji NET przez
neutrofile czlowieka mozna wykonac¢ kilka
typéw analiz: mozna oznaczaé¢ je na skraw-
kach pobranych z biopsji (zaréwno pacjen-
tow, jak i posmiertnie) albo oznaczaé tzw.
markery NET we krwi. Markerami tymi sa
najczesciej zewnatrzkomoérkowe DNA lub
proteazy, ale najwlasciwszym jest wykrywa-
nie ich komplekséw (np. DNA-MPO, DNA-NE
itd.), gdyz wystepujac pojedynczo moga byc
pomylone, odpowiednio, z nekroza komorek
(umierajace komorki rozpadajg sie i docho-
dzi do wuwolnienia DNA) lub degranulacja
neutrofili, kiedy to uwalniajg one proteazy
i inne biatka ze swoich ziarnistosci (BOELTZ
i wspoétaut. 2019). Jako pojedynczy marker,
przydatne moga by¢ natomiast pomiary cy-
trulinowanych histonéw (np. cytrulinowane-
go histonu H3, citH3), ktére obecnie uwaza
sie za charakterystyczne dla NET.

Po spelnieniu swojej funkcji, NET sa naj-
prawdopodobniej fagocytowane przez makro-
fagi, cho¢ dotychczas takich obserwacji do-
konano tylko w warunkach in vitro (SANTOC-
KI i KOrACZKOWSKA 2017, 2020). Proces ten
ulatwia dzialanie DNazy I (deoksyrybonu-
kleazy), enzymu tnacego nici DNA na frag-
menty, ktére sa w stanie pochlona¢ komorki
zerne (FARRERA i FADEEL 2013). Udziat w de-
gradowaniu neutrofilowych putapek zewna-
trzkomoérkowych ma rowniez skladnik ukta-
du dopeklniacza Clq (Glosarium 1), ktory
przytaczajac sie¢ do DNA i histonéw, opsoni-
zuje NET, wyznaczajac je jako cel do znisz-
czenia przez makrofagi (FARRERA i FADEEL
2013).

CIEMNA STRONA NET: AKTYWNOSC
PROTEAZ 1 ZEWNAD}“\IRAZKOMORKOWEGO

NET pelnia swoje funkcje w walce 2z
patogenami, jednak mechanizmy ich po-
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Glosarium 1 | Mechanizmy aktywacji ukladu dopelniacza w powigzaniu z SARS-CoV-2 i NET

Uktad dopetniacza jest kluczowym mediatorem wrodzonej odpowiedzi immunologicznej - petni role
ochronng przed czynnikami zakaznymi aktywujac kaskade reakcji o charakterze prozapalnym,
uzupetniajgc tym samym funkcj¢ efektorowg przeciwcial w niszczeniu drobnoustrojow. W sktad uktadu
dopetniacza wchodzi okoto 40 biatek (obecnych w osoczu i plynach ustrojowych; wiele z nich
oznaczonych jest symbolem C, od complement, i cyframi odpowiadajacymi kolejnosci ich odkrycia).
Bialka te, aktywowane kaskadowo, uczestnicza m.in. w procesie opsonizacji (optaszczania) patogenow,
ich fagocytozie i/lub lizie, chemotaksji (ukierunkowanym naptywie) do miejsca pojawienia si¢
patogenu, czy tez eliminacji uszkodzonych komoérek wilasnych gospodarza. W zaleznosci od rodzaju
czynnika aktywujacego, poczatkowe etapy tego procesu mogg przebiegaé trzema réznymi drogami
(alternatywng, lektynowa oraz klasyczng). Na czerwono: symbolem * zaznaczono sktadowe
aktywowane w czasie infekcji SARS-CoV-2, a symbolem strzatki, te ktorych poziom wzrasta. A
oznaczono te dodatkowo powigzane z obecnoscig NET u chorych na COVID-19. R — receptor, MAC —
kompleks atakujgcy btone (powodujacy lize komorki), pozostate skroty wyjasnione w gtownym tekscie.
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wstawania i degradacji nie sa niezawodne
i catkowicie bezpieczne dla organizmu, nie-
jednokrotnie prowadzac do pojawienia sie
niepozadanych skutkéw ubocznych (SANTOC-
KI i KOLACZKOWSKA 2017, 2020). Negatyw-
ny wplyw NET potwierdzono dotychczas w
stanach patologicznych/jednostkach choro-
bowych takich jak: sepsa, choroby autoim-
munizacyjne (np. tuszczyca skory czy toczen
rumieniowaty ukltadowy), zespol ostrej nie-
wydolnosci oddechowej (ang. acute respira-
tory distress syndrome, ARDS) oraz w licz-
nych zaburzeniach krzepniecia krwi, takich
jak: zakrzepica zyl glebokich (ang. deep vein
thrombosis, DVT) czy ukladowe zapalenie
matych naczyn (ang. small-vessel vasculitis,
SVV) (ACKERMANN i wspétaut. 2021). Uklad
krzepniecia to bardzo wazny zespél wzajem-
nie aktywujacych i dezaktywujacych sie bia-
tek, ktory ma na celu stworzenie skrzepu i
zahamowanie krwawienia, kiedy dojdzie do
przerwania naczyn krwionosnych (potocznie:
do krwawienia) (Glosarium 2). Jednak kiedy
uklad ten nie dziala prawidlowo, albo jest
nadmiernie aktywowany, moga powstawac
lokalne skrzepy hamujace przeplyw krwi i/
lub niszczace tkanki wlasne (SORVILLO i
wspotaut. 2019).

Zaleznos¢ miedzy NET a procesami nad-
miernej koagulacji i tworzenia zakrzepow zo-
statla rozpoznana wkrotce po ich odkryciu.
Najpierw wykryto, ze w niektérych przypad-
kach ptytki krwi (trombocyty) sa wrecz nie-
zbedne do zaktywowania neutrofili, stano-
wiac niejako pomost pomiedzy bakteriami
czy ich produktami a neutrofilami. W ba-
daniach tych wykazano, ze LPS bakteryjny
moze by¢ w pierwsze] kolejnosci rozpozna-
wany przez receptor TLR4, ale zlokalizowany
na plytkach krwi, ktore nastepnie aktywuja
neutrofile w nieznany jeszcze sposob (YIPP i
KUBES 2013). Dzieje sie tak, mimo ze neu-
trofile rowniez posiadaja receptory TLR4.

Ponadto, gdy NET =zalegaja w naczy-
niach krwionosnych, moga przylaczyc¢ sie do
nich plytki krwi i krwinki czerwone, a pro-
dukt takiego polaczenia to tzw. ,czerwony
skrzep”. Dodatkowo, z powstala strukturg
moze zwigzac¢ sie czynnik von Willebranda
(ang. von Willebrand factor, VWF) oraz fi-
bronektyna i fibrynogen, ktore zwiekszaja
stabilnos¢ skrzepu (FUcHS i wspotaut. 2010)
(Glosarium 2). Jesli w ukladzie sercowo-na-
czyniowym znajdzie sie wiele agregatéow NET
ze skladnikami osocza, tzw. mikrozakrze-
pow, przeplyw krwi bedzie utrudniony, co
moze doprowadzi¢ do niedokrwienia tkanki
lub narzadu (BRINKMANN i ZYCHLINSKY 2012).

Jak konkretnie NET wplywaja na ak-
tywacje ukladu krzepniecia? Wykazano, ze
zwlaszcza NE i histony bedace waznymi ele-
mentami NET moga inicjowaé ten proces

(FucHs i wspoétaut. 2010). NE rozklada in-
hibitor czynnika tkankowego TF (ang. tissue
factor pathway inhibitor, TFPI), co prowadzi
do uwolnienia zwigzanego z nim czynnika
Xa, prowadzac do aktywacji kolejnych czyn-
nikéw (Glosarium 2) (SORVILLO i wspélaut.
2019). Z kolei histony, zwlaszcza H3 i H4,
sa rozpoznawane przez TLR2 i TLR4 na
plytkach krwi aktywujac je. Histon 4 moze
takze uczestniczy¢ w aktywacji trombiny.
Takze inne elementy NET moga aktywowac
kaskade krzepniecia. Wykazano, ze zewna-
trzkomoérkowy DNA krazacy we krwi akty-
wuje czynniki XII i XI kaskady krzepniecia
oraz wplywa na przebieg fibrynolizy (prze-
ciwstawnego procesu majacego na celu usu-
niecie zakrzepu gdy nie jest on juz potrzeb-
ny).

Takze ze wzgledu na fakt, ze DNA ob-
jetosciowo jest najwieksza czescia NET, jest
tez jednym z glownych sktadnikéw skrzepu
zainicjowanego przez pulapke neutrofilowa,
oprécz VWF i fibryny (SORVILLO i wspétaut.
2019). Potwierdzaja to takze badania, w kto-
rych dodanie DNazy rozkladajacej DNA cze-
Sciowo ogranicza tworzenie skrzepu (FUCHS
i wspotaut. 2010). Do NET przylaczaja sie
tez plytki krwi, tworza agregaty i stanowia
platforme do powstania kolejnych mikroza-
krzepow (McCDONALD i wspoétaut. 2017). Ale
sktadniki NET moga réwniez powodowac
uszkodzenia tkanek wlasnych niezaleznie od
procesu krzepniecia. Ponownie, odpowiedzial-
ne sg za to te same skladowe NET, NE oraz
H3 i H4, ktére moga by¢ bezposrednio cyto-
toksyczne dla komoérek srodblonka naczynio-
wego (KOLACZKOWSKA i wspétaut. 2015).

Patologie zwiazane z NET moga wyni-
kac¢ takze z faktu, ze zawieraja one w swo-
jej strukturze DAMP (DNA, proteazy, histony
itd.), przeciwko ktérym inicjowana jest reak-
cja zapalna, jako element odpowiedzi wro-
dzonej, ale takze nabytej, z zaangazowaniem
limfocytow, w tym limfocytow B produkuja-
cych autoprzeciwciala skierowane przeciw-
ko DAMP w NET (SANTOCKI i KOLACZKOWSKA
2017, 2020). Rozrézniamy kilka grup takich
przeciwcial. Pierwsza grupa jest skierowana
przeciwko biatkom obecnym na powierzchni
NET (ang. anti-neutrophil cytoplasmic anti-
bodies, ANCA), ktoére charakteryzuja sie wy-
sokim powinowactwem do MPO i proteinazy
3 (FOUSERT i wspélaut. 2020). Immunoglo-
buliny te uwaza sie za jeden z czynnikow
prowadzacych do rozwiniecia sie u pacjen-
ta SVV. ANCA moga pobudzaé¢ neutrofile do
produkcji ROS i proteaz, co doprowadza do
powstania stanoéw zapalnych w obrebie na-
czyn krwionosnych. Ponadto, ANCA moga
stymulowa¢ neutrofile do wyrzutu NET
zgodnie z mechanizmem stezenia zwrotnego
dodatniego — duza ilos¢ NET doprowadza do
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Glosarium 2 | Kaskady ukladu krzepniecia w powigzaniu z infekcja SARS-CoV-2 i NET

Wyrozniamy dwie kaskady krzepnigcia, (i) wewnatrzpochodng zainicjowang przez czynnik XII oraz (ii)
zewnatrzpochodng, w ktorej inicjacji uczestniczy czynnik tkankowy (TF). (i) TF wydzielany jest przez
komorki uszkodzonych tkanek, a nastepnie tworzy kompleks z czynnikiem VII aktywujac czynnik IX, od
tego miejsca oba szlaki si¢ 13czg. W wyniku nastepujgcej potem kaskady przemian dochodzi do aktywacji
trombiny i powstania fibryny (widknika), ktora tworzy rusztowanie skrzepu. (ii) szlak wewnatrzpochodny
rozpoczyna si¢ autokatalitycznej aktywacji czynnika XII, ktora jest zainicjowana przez kontakt, np. z
odstonigtym po uszkodzeniu naczynia kolagenem.

Obecnos$¢ sieci NET w obrebie skrzepu powoduje aktywacje czynnika XII (aktywowany bezposrednio
przez kontakt) i TF. Aktywowane sg rowniez trombina i fibrynogen, wigzace si¢ do sieci NET. Z kolei
aktywna elastaza neutrofilowa (NE) obecna w NET, powoduje inaktywacj¢ inhibitora szlaku zaleznego
od czynnika tkankowego (TFPI) aktywujac szlak zewnatrzpochodny. Ponadto sieci NET wigza si¢ z
czynnikiem von Willebranda (VWF), ktory taczy si¢ z czynnikiem VIII, chronigc go przed degradacjg. W
ten sposob sieci NET przyczyniaja si¢ takze do adhezji ptytek krwi i tworzenia skrzepu.

Na schemacie na czerwono zaznaczono poszczegdlne elementy zaangazowane w kaskady krzepniecia, a
ulegajace aktywacji w obecnosci sieci NET i ich skladowych. Dodatkowo, symbolem *, zaznaczono
sktadowe aktywowane w czasie infekcji SARS-CoV-2, a symbolem #, te dodatkowo powigzane z
obecnoscig NET u chorych na COVID-19.
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Ryc. 4. Budowa SARS-CoV-2 i mechanizm infekcji komérki w powiazaniu z aktywnoscia proteaz obec-
nych w neutrofilowych sieciach zewnatrzkomorkowych (NET).

(A) schematyczna budowa wirusa z naciskiem na biatko fuzyjne S i obecnos$¢ jego dwoch podjednostek, S1 i S2,
potaczonych kowalencyjnie. Proteolityczna aktywnos¢ enzymoéw powoduje, ze choé pozostaja polaczone niekowalen-
cyjnie, maja wieksza elastycznosé, co umozliwia wirusowi fuzje z blona komorki (na podstawie HUANG i wspoétaut.
2020). ACE2 - konwertaza angiotensyny typu 2, TMPRSS2 - transblonowa proteaza serynowa typu 2, NE - elastaza

neutrofilowa.

pojawienia sie wysokiego miana ANCA, kto-
re wywoluja wieksza produkcje NET (SKoO-
PELJA-GARDNER 1 wspétaut. 2018). Druga
grupa to przeciwciala przeciwjadrowe (ang.
anti-nuclear antibodies, ANA) wigzace struk-
tury znajdujace sie w obrebie jadra komor-
kowego. Naleza do nich DNA, histony czy
centromer (KUMAR i wspoétaut. 2009). ANA
przyczyniaja sie do wystapienia patologii w
przebiegu wielu choréb autoimmunologicz-
nych, m.in. w trakcie tocznia rumieniowate-
go ukladowego (KUMAR i wspélaut. 2009).

Waznym komponentem sieci neutrofilo-
wych sa histony poddane procesowi cytru-
linacji, ktére rowniez moga by¢ celem au-
toprzeciwciatl (ang. anti-citrullinated protein
antibodies, ACPA). Obecnos¢ ACPA charak-
terystyczna jest dla pacjentéw z reumato-
idalnym zapaleniem stawoéw. ACPA rowniez
stymuluja neutrofile do produkcji NET, kto-
re bedac w przestrzeni maziowej stawow,
pobudzaja komorki blony stawowej do wy-
dzielania czynnikéw prozapalnych (KHANDPUR
i wspoétaut. 2013).

KONSEKWENCJE TWORZENIA NET W
CZASIE INFEKCJI SARS-CoV-2

NET POWSTAJA W CZASIE COVID-19
I KORELUJA Z ZAAWANSOWANIEM CHOROBY
Dotychczas przedstawilySmy najwazniej-
sze informacje o budowie i funkcjach NET,

o najwazniejszych mechanizmach ich two-
rzenia oraz o tym, jak moga uszkadzaé¢ na-
sze wlasne komorki i narzady. Informacje te
byly niezbedne, aby moc przedstawi¢ skut-
ki tworzenia NET w czasie infekcji SARS-
-CoV-2. Budowa i replikacja wirusa oraz
przebieg i objawy wywolywanej przez niego
choroby koronawirusowej COVID-19 zostaty
opisane w artykulach SANAKA oraz WIKOW-
SKIEGO i BRYL, w tym zeszycie KOSMOSU.
W tym miejscu chcialybySmy przypo-
mnie¢ tylko trzy fakty dotyczace SARS-
-CoV-2: (1) wirus posiada na swojej po-
wierzchni biatko blonowe S (Spike), ktore
tworzy jego ,korone”, zawarta w nazwie tej
grupy wiruséw. Za pomocna biatka S, wi-
rus wiaze sie z (2) ACE2 na komoérkach
cztowieka, a do zajscia tego procesu (3) nie-
zbedna jest transblonowa proteaza serynowa
typu 2 (ang. transmembrane serine protease
2, TMPRSS2), takze obecna na komérkach
czlowieka, oraz inne proteazy (Ryc. 4). Kon-
wertaza angiotensyny typu 2 (ang. angioten-
sin converting enzyme 2, ACE2) wystepuje
na powierzchni komorek czlowieka, zwlasz-
cza zlokalizowanych w plucach, jelitach,
sercu i nerkach (GUO i wspétaut. 2020).
ACE2 jest enzymem katalizujacym rozklad
angiotensyny II, ktéra jest jednym z czyn-
nikow w ukladzie renina-angiotensyna-aldo-
steron, odpowiedzialnym m.in. za regulacje
cis$nienia krwi (L1 i wspoétaut. 2020). Wnik-
niecie SARS-CoV-2 do komoérki zywiciela
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wymaga dziatalnosci TMPRSS2 (HOFFMANN i
wspolaut. 2020). Biatko S wystepuje w for-
mie trimerow, z ktorych kazdy sklada sie
z podjednostek S1 i S2 (Ryc. 4) — pierwsza
jest odpowiedzialna za zwigzanie si¢ wirusa
z ACE2, a druga za fuzje z komoérka czlo-
wieka (HOFFMANN i wspélaut. 2020, HUANG
i wspotaut. 2020). TMPRSS2 jest odpowie-
dzialny za enzymatyczne ciecie pomiedzy S1
a S2, co umozliwia tej drugiej polaczenie
sie z blong komorki gospodarza i uwolnie-
nie materialu genetycznego SARS-CoV-2 do
cytoplazmy, gdzie RNA ulega translacji (GUO
i wspotaut. 2020). Dodatkowo, elastaza neu-
trofilowa (NE), proteinaza 3 i katepsyna G,
w tym te przylaczone do NET, réwniez moga
modyfikowaé biatko S na podobnej zasadzie
(Hu i wspotaut. 2020). A zatem NET moga
takze bezposrednio zwieksza¢ intensywnosc¢
infekcji komoérek czlowieka.

Neutrofile i NET zidentyfikowano we
fragmentach pluc pacjentow z COVID-19 po-
branych w czasie autopsji post mortem (MID-
DLETON i wspétaut. 2020). Takze w probkach
surowicy os6b zainfekowanych SARS-CoV-2
odnotowano wyzszy poziom wolnego poza-
komorkowego DNA, kompleksow MPO-DNA
i citH3, w poréwnaniu do kontroli (Zuo i
wspotaut. 2020). Okreslono réwniez zalez-
nosci tych markeréw wzgledem standardo-
wych badan laboratoryjnych wykonywanych
w szpitalach, takich jak liczba neutrofili i
pltytek krwi, poziom biatka C-reaktywnego
(CRP), D-dimeréw i dehydrogenazy mlecza-
nowej. CRP jest biatkiem produkowanym
w watrobie, ktérego poziom moze wzrosnac
nawet 1000-krotnie w czasie reakcji zapal-
nej, podczas gdy obecnos¢ dehydrogenazy
mleczanowej oznacza uszkodzenie komorek
(enzym powinien znajdowac¢ sie wewnatrz-
komoérkowo, gdzie uczestniczy w procesach
metabolicznych) (GOLAB i wspoétaut. 2017).
Natomiast obecnosé¢ D-dimerow (fragmentéw
fibryny powstajacych w procesie jej degrada-
cji przez plazmine) jest wskaznikiem zajScia
procesu krzepniecia. Wykazano dodatnig ko-
relacje miedzy poziomem wolnego pozako-
morkowego DNA i wszystkimi wymienionymi
powyzej testami klinicznymi (za wyjatkiem
liczby ptytek krwi) oraz miedzy liczba kom-
pleksow MPO-DNA i liczba neutrofili, a tak-
ze miedzy poziomem cytrulinowanego histo-
nu H3 i liczba plytek krwi (ZUO i wspoétaut.
2020). Ponadto dokonano poréwnania mie-
dzy pacjentami przechodzacymi COVID-19
w postaci lekkiej i ciezkiej. Chorzy wyma-
gajacy wentylacji mechanicznej (respirator)
charakteryzowali sie wyzszymi poziomami
wolnego pozakomoérkowego DNA i komplek-
sow MPO-DNA, ale nie odnotowano istotnej
roznicy miedzy obiema grupami w poziomie
cytrulinowanego histonu H3 i liczbie neu-

trofili (Zuo i wspoétaut. 2020). W naczyniach
krwionosnych pluc chorych zaobserwowano
jednoczesne wystepowanie neutrofili z citH3
i plytek krwi. Dodatkowo, we krwi pacjen-
tow z COVID-19 wykryto wysokie poziomy
agregatow neutrofili i plytek krwi, ptytko-
wych czynnikow stymulujacych proces two-
rzenia NET oraz cytokin IL-6 i IL-8 (MIDDLE-
TON i wspotaut. 2020).

Nastepnie udalo sie wyjasni¢ czes¢ me-
chanizméw odpowiedzianych 2za tworzenie
NET w czasie infekcji SARS-CoV-2, analizu-
jac neutrofile wyizolowane z krwi ludzkie;j.
Wykazano, ze do ich powstania wymagana
jest interakcja wirusa SARS-CoV-2 z ACE2 i
TMPRSS2, ktore znajduja sie na powierzch-
ni tych komérek (VERAS i wspoétaut. 2020).
Pokazano to w doswiadczeniu, w ktorym do
neutrofili dodano SARS-CoV-2, a réwnocze-
$nie podano przeciwciala neutralizujace/blo-
kujace ACE2 (powoduja one, ze z ACE2 nie
moze sie juz zwiazac¢ biatko S wirusa) oraz
inhibitor TMPRSS2 (kamostat; inhibitor de-
aktywujacy proteaze), co zahamowalo wyrzut
NET w odpowiedzi na wirusa. Eksperyment
ten udowadnia znaczenie tych struktur w
procesie infekcji. Ponadto, wyrzut NET pod
wplywem SARS-CoV-2 mozna takze zaha-
mowac¢ uzywajac inhibitora enzymu PAD-4,
tj. Cl-amidyny, co pokazuje, ze réwniez w
tym przypadku wymagana jest cytrulinacja
histonéw (VERAS i wspotaut. 2020). Stymu-
lacja do wyrzutu NET przez SARS-CoV-2
jest przeprowadzana takze w trakcie procesu
jego replikacji wewnatrz komorki. Wykazano
bowiem, ze inhibitor polimerazy RNA (fuma-
ran dizoproksylu tenofowiru), wykorzystywa-
nej w trakcie wirusowej replikacji, hamuje
uwalnianie NET przez neutrofile w obecnosci
SARS-CoV-2 (VERAS i wspétaut. 2020).

Wiemy juz, ze infekcja wirusem SARS-
-CoV-2 doprowadza do niekontrolowanego
wyrzutu NET przez neutrofile. Najczestsze
powiklania przy COVID-19 (ARDS, sepsa i
niewydolnos¢ wielonarzadowa) sa wynikiem
rozregulowanej odpowiedzi immunologicznej,
obecnosci wysokich stezen cytokin proza-
palnych i mikrozakrzepoéw, za ktére moga
by¢ odpowiedzialne wtasnie NET (MIDDLE-
TON i wspétaut. 2020). Co wiecej, parame-
trami wskazujacymi na mozliwoS¢é rozwinie-
cia sie ciezkiej postaci COVID-19 jest pod-
wyzszona liczba neutrofili i obecnos¢ NET
we krwi (MIDDLETON i wspoétaut. 2020, ZUO
i wspotaut. 2020). Z kolei dowodem na roz-
regulowanie balansu pomiedzy odpowiedzig
wrodzona 1 nabyta jest wysoki stosunek
neutrofili (odpowiedZz wrodzona) do limfocy-
tow (odpowiedz nabyta) (ang. neutrophil-to-
-lymphocyte ratio, NLR). Jest to wazne, gdyz
jesli organizm nie zdola wytworzy¢ odpowie-
dzi nabytej (=zaangazowac limfocyty) wystar-
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czajaco szybko, walka z patogenem zostaje
obarczona odpowiedz wrodzona, ktéra moze
nie by¢ wystarczajaca do zwalczenia wirusa.
Jednak walczac z infekcja ulega ona bardzo
silnej aktywacji, w wyniku czego moze do-
chodzi¢ do niekontrolowanej sekrecji cytokin
prozapalnych i NET (TANG i wspélaut. 2020).

NET A SZTORM CYTOKINOWY W CZASIE
COVID-19

W czasie COVID-19 moze rozwinac sie
bardzo niebezpieczne zjawisko, jakim jest
sztorm cytokinowy. Jest to stan, kiedy w
organizmie dochodzi do nadmiernej produk-
cji cytokin prozapalnych, ktére wykazuja sie
roznym zakresem aktywnosci biologicznej i
pochodzeniem (SONG i wspétaut. 2020). Naj-
wazniejsze cytokiny zaangazowane w sztorm
cytokinowy to: interleukiny (np. IL-2, IL-
7, IL-10), chemokiny (np. bialtkowy chemo-
atraktant monocytow MCP-1, biatko zapal-
ne makrofagow MIP-1a), TNF-a, interferony,
czynniki stymulujace tworzenie kolonii (ang.
colony-stimulating factor, CSF) i czynniki
wzrostu, ktore mozna podzielic na czynniki
o dzialaniu prozapalnym i przeciwzapalnym
(SonG i1 wspotaut. 2020). Wiekszos¢ tych cy-
tokin i czynnikow silnie stymuluje neutrofile
do syntezy NET (MEHER i wspétaut. 2018).
Ponadto, niektore rekrutuja kolejne leukocy-
ty, przez co poziom zapalenia w organizmie
rosnie i tworzy sie sprzezenie zwrotne do-
datnie (TANG i wspétaut. 2020). W przypad-
ku sztormu cytokinowego, drogi odpowiedzi
immunologicznej, w ktérych wykorzystywane
sa cytokiny, nakladaja sie na siebie, a efekt
konicowy determinowany jest przez specy-
ficzne interakcje receptoréw TLR i ich ligan-
doéw (SONG i wspoélaut. 2020). W przypadku
COVID-19, jako glowny mechanizm powsta-
wania sztormu cytokinowego podejrzewa
sie m.in. mechanizm zwigzany z nadmier-
na aktywacja odpornosci wrodzonej (TANG
i wspoétaut. 2020). Przykladowo, wydzielana
przez makrofagi IL-1B silnie stymuluje neu-
trofile do syntezy NET (MEHER i wspotaut.
2018), przez co w organizmie moze utwo-
rzy¢ sie sprzezenie zwrotnie dodatnie: NET
— IL-13 — wiecej NET — wiecej IL-1f, itd.
(JANIUK i wspoétaut. 2021) (Ryc. 5). Wykaza-
no, ze zjawisko to moze skutkowac rozle-
glymi uszkodzeniami pecherzykow plucnych
i srodbtonka naczyn ptuc u chorych z ciez-
ka postacia COVID-19 (JANIUK i wspoétaut.
2021). Zniszczenie tych ostatnich struktur
skutkuje uwolnieniem czynnika von Wille-
branda (VWF), ktory odpowiada za aktywa-
cje plytek krwi i neutrofili.

Wskutek sztormu cytokinowego w orga-
nizmie moga pojawi¢ sie liczne uszkodzenia
tkanek i narzadéw. W przypadku lagodne-
go przebiegu choroby objawami sa m.in.:

goraczka, zmeczenie, bole miesni i stawow,
bole glowy i wysypka. Natomiast w ciezkich
przypadkach pojawiaja sie m.in.: wysoka go-
raczka, ostre uszkodzenie ptuc, ARDS, ze-
sp6t rozsianego wykrzepiania wewnatrzna-
czyniowego (ang. disseminated intravascular
coagulation, DIC), zespot ogolnoustrojowe;j
reakcji zapalnej (ang. systemic inflammatory
response syndrome, SIRS), sepsa i niewydol-
nos¢ wielonarzadowa, a nawet $mier¢ (TANG
i wspoétaut. 2020).

NET A ZABURZONA KOAGULACJA/ZAKRZEPICA
W PRZEBIEGU COVID-19

Powiklania zakrzepowe sa wazna kom-
plikacja w przebiegu COVID-19, a ich na-
silenie jest wspoéldecydujace o przebiegu tej
choroby. Wykazano, ze wsréd pacjentow z
COVID-19, koagulopatie, czyli stany nad-
krzepliwosci, stanowia manifestacje klinicz-
na tej choroby i powoduja nieodwracalne
uszkodzenia wielonarzadowe (ACKERMANN i
wspoétaut. 2021). Skutki nadmiernej zakrze-
picy zwiazane sa przede wszystkim z za-
blokowaniem doptywu krwi do narzadow w
organizmie, powodujac ich niewydolnos¢,
niedotlenienie oraz utrate napiecia naczy-

SARS-CoV-2

Zwigkszona aktywnos¢ elastazy
neutrofilowej (NE) degradujacej Stymulacja sztormu
m.in. inhibitory krzepnigcia cytokinowego
potencjalna terapia:
anakinra, tocilizumab

Aktywacja ukladu
//' dopelniacza

Zwigkszona aktywno$¢
PAD4 — wyrzut NET

potencjalna terapia:

inhibitory PAD4 potencjalna terapia:

eculizumab, AMY-101

Aktywacja komérek \
fywac): \\

budujacych $rodblonek, - Nadmierna aktywacja
zaburzenie integralnosci ich plytek krwi, ich agregacja
blon — ryzyko niewydolnosci h w NET,
pluc i nerek powstawanie skrzepow —>
degradacja NET: izoformy enzymu / krzepnigeie
DNazy - COVIDornase, COVASE wewngtrznaczyniowe,
/ immunozakrzepica,
uszkodzenia
‘Wytwarzanie autoprzeciwcial wielonarzadowe, udary
ANCA — ryzyko wystapienia
naczyn

/ Zespol ostrej niewydolnosci
oddechowej (ARDS)
Uszkodzenie hey 6w,

Y
martwica watroby ‘

obecnie uzywane $rodki
hamujace tworzenie NET:
heparyna, deksametazon

Ryc. 5. Patologiczne efekty nadmiernego tworzenia
NET w przebiegu infekcji SARS-CoV-2 w trakcie
COVID-19.

Na schemacie przedstawiono szkodliwy udziat sieci NET
oraz ich skladowych w przebiegu COVID-19 (kolor gra-
natowy), a takze wymieniono potencjalne terapie jakie
stosuje sig, testuje lub rozpatruje, w celu zniwelowania
skutkow tworzenia NET w czasie COVID-19 (kolor jasno
niebieski). NET - zewnatrzkomorkowe putapki neutrofi-
lowe, PAD4 - deiminaza peptydyloargininy 4, ANCA -
przeciwciala skierowane przeciwko cytoplazmie wlasnych
granulocytéow obojetnochlonnych.
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JUSTYNA STARZYK i wspoétaut.

niowego, uniemozliwiajgc prawidlowy skurcz
naczyn krwionosnych.

W przypadku niekontrolowanego rozwo-
ju zakrzepicy moze dojs¢ do wystapienia
wstrzasu czy nawet sepsy, gdyz w przebie-
gu COVID-19 dochodzi takze do zwiekszo-
nej produkcji cytokin prozapalnych m. in.:
IL-6, IFN-y i IL-2, ktore zwiekszaja produk-
cje i aktywnosc¢ plytek krwi oraz ekspresje
czynnika tkankowego (ang. tissue factor,
TF) na komoérkach srédblonka (ACKERMANN i
wspoétaut. 2021). Co wiecej, poziom IL-8 jest
zwiekszony w chorobie COVID-19, a che-
mokina ta odpowiada za przyciaganie neu-
trofili do miejsca zapalenia i predysponuje
te komoérki do tworzenia NET (MIDDLETON i
wspotaut. 2020) (Ryc. 5). We wczesniejszych
badaniach wykazano takze, ze iloS¢ powsta-
jacych sieci NET jest istotnie zwigzana z
uszkodzeniem wielonarzadowym i niezalez-
nie prognozuje rozwo6j rozsianego krzepniecia
wewnatrznaczyniowego (DIC), a nawet Smier-
telnos¢. Zakrzepica u pacjentow z COVID-19
obejmuje zaréwno tetniczy, jak i zylny uktad
krazenia, prowadzac do takich stanow pato-
logicznych i choréb jak: ostry zespot wien-
cowy (ang. acute coronary syndrome, ACS),
udar moézgu, zakrzepica zyt glebokich (DVT),
zatorowos$¢ plucna czy zakrzepica mikrona-
czyniowa (ACKERMANN i wspétaut. 2021). Po-
nadto, ilo§¢ tworzacych sie agregatow neu-
trofili i plytek krwi jest zwiekszona w prze-
biegu COVID-19. Plytki krwi akumuluja sie
na powierzchni neutrofili i pobudzaja neu-
trofile do wyrzutu NET, a one z kolei po-
woduja aktywacje plytek krwi, ich agregacje
i aktywacje trombiny (Glosarium 2). Dodat-
kowo, juz powstate NET staja sie miejscem
gromadzenia sie erytrocytow, plytek krwi i
fibryny, co prowadzi do powstania skrzepow
(JANIUK i wspotaut. 2021). Wszystkie powyz-
sze zjawiska nasilaja krzepniecie wewnatrz-
naczyniowe i objawy immunozakrzepicy.

Co wazne, w NET wykryto takze obec-
nos¢ czynnika tkankowego TF, bedacego in-
duktorem kaskady krzepniecia (Glosarium 2)
oraz wykazano, ze aktywny TF wystepujacy
w sieciach sprzyja formowaniu sie skrze-
pu (SKENDROS i wspélaut. 2020). NET moga
takze wystepowaé w naczyniach krwiono-
$nych w duzych grupach, tworzac agrega-
ty sieci NET (ang. aggregated NETSs, ag-
gNETs). Zalegajace w takiej formie w naczy-
niach NET prowadza do ich zaczopowania,
co moze skutkowacé Smiercia, szczegbdlnie w
przypadku niedroznosci mniejszych naczyn i
mikronaczyn (ACKERMANN i wspoélaut. 2021).

Wykazano takze, ze poziom VWF jest
podwyzszony w czasie COVID-19, a stezenie
czynnikow regulujacych jego poziom, prote-
azy ADAMTS13 (ang. a disintegrin and me-
talloproteinase with a thrombospondin type

1 motif, member 13) i HDL (ang. high den-
sity lipoprotein, lipoproteina wysokiej ge-
stosci, tzw. ,dobry cholesterol”), jest obni-
zony (Glosarium 2). W tym kontekscie na-
lezy wspomnie¢ o powigzaniu tego zjawiska
z grupami krwi i mozliwoscia, ze moga one
determinowac¢ przebieg COVID-19: wstepne
badania wskazuja, ze osoby z grupa krwi
0, ktore maja fizjologicznie nizszy poziom
czynnika von Willebranda, charakteryzuje
mniejsze ryzyko infekcji i ciezkiego przebie-
gu tej choroby (MEI i wspoétaut. 2021). Wie-
le innych czynnikéw regulujacych kaskade
krzepniecia jest rozregulowanych w prze-
biegu infekcji SARS-CoV-2 i cho¢ w nie-
ktorych przypadkach zwigckszone sa pozio-
my czynnikéw hamujacych ten proces, np.
TFPI, to nalezy pamietaé, ze ich efekty moga
by¢ niwelowane przez inne zintensyfikowa-
ne procesy. W przypadku TFPI, czynnik ten
jest rozkladany przez NE zawarta w NET, a
przeciez produkcja sieci jest bardzo silna w
czasie COVID-19.

Chociaz COVID-19 wiaze sie z ciezkim
stanem zapalnym, nie wykazano trombocy-
tozy, czyli nadptytkowosci (zwiekszonej liczby
plytek we krwi) u pacjentow z tg choroba.
Wrecz przeciwnie, badania pokazaly, ze licz-
ba plytek krwi moze by¢ zmniejszona u pa-
cjentow z COVID-19. Trombocytopenia, czyli
maloplytkowos¢ jest wykrywana u 5-41,7%
pacjentow zainfekowanych SARS-CoV-2, ale
az w 58-95% ciezkich przypadkow COVID-19
(LEVI i wspétaut. 2020). Przyczyny matoplyt-
kowosci moga by¢ réznorodne, ale jedna z
nich jest akumulacja plytek w miejscach
mikrozakrzepow, ktore sa charakterystycz-
ne dla COVID-19 (ACKERMANN i wspotaut.
2021). Nalezy podkreslic, ze powstanie NET
nie jest jedyna przyczyna nadkrzepliwosci/
powstawania skrzeplin i zatorow w trak-
cie COVID-19. SARS-CoV-2 infekuje takze
bezposrednio komoérki srodbtonka, powodu-
jac odstoniecie warstw podsrodbtonkowych
inicjujacych proces powstawania skrzepow
(MARCINKIEWICZ i wspétaut. 2021).

POWIAZANIE AKTYWACJI UKEADU
DOPELNIACZA Z TWORZENIEM NET W CZASIE
INFEKCJI SARS-CoV-2

Obecne dane wskazuja na powiazanie
nadmiernej aktywacji ukladu dopelniacza
przez czasteczki wirusa SARS-CoV-2 z pa-
togeneza i wysoka $miertelnoscia pacjen-
tow zapadajacych na COVID-19 (JAvA i
wspoétaut. 2020). Wsréd aktywowanych bia-
lek wyréznia sie czasteczke C3 (wraz z pro-
duktami jej aktywacji m.in. C3a, C3b, C3c)
(Glosarium 1), proteaze serynowg MASP-2
(ang. mannan-binding lectin-associated seri-
ne protease 2) oraz kompleks atakujacy blo-
ne (ang. membrane attack complex, MAC),
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co potwierdza fakt, ze inicjacja aktywacji
ukladu dopelniacza w czasie infekcji naste-
puje przez wiekszoS¢ dostepnych szlakow
(CugNO i wspotaut. 2020). Ponadto, w 0so-
czu pacjentéw z COVID-19 stwierdzono pod-
wyzszony poziom biatek CS5a i C5b-9, ktére
zwiekszaja aktywnos¢ neutrofili, a w konse-
kwencji powoduja postepujacy stan zapalny
i uszkodzenia Srodblonka, przyczyniajac sie
do wielonarzadowych zmian chorobowych
(JAvA i wspoétaut. 2020). W konteksScie po-
wigzania ukladu dopelniacza z tworzeniem
NET w czasie infekcji SARS-CoV-2, stwier-
dzono silny wplyw aktywacji ukladu do-
pelniacza (z dodatkowym wudzialem plytek
krwi) na wzmozona chemotaksje neutrofili
do pluc, wyrzut NET oraz wystapienie mi-
krozakrzepéw i objawow immunozakrzepicy
(SKENDROS i wspélaut. 2020). Poza obecno-
Scig markeréw swoistych dla NET (MPO,
citH3), w surowicy pacjentow z COVID-19
obserwowano zwickszony poziom biatka C3,
czynnika B i P (properdyny), czyli sktadni-
kow niezbednych do generowania i stabi-
lizacji konwertazy C3, wzmacniajac w ten
sposob kaskadowa aktywacje ukladu dopel-
niacza. Ponadto, aktywacja dopelniacza po-
wiazana ze zwiekszonym wyrzutem NET in-
dukuje tworzenie anafilatoksyn (bialek C3a,
C4a, C5a wywolujacych degranulacje komo-
rek tucznych), ktore dodatkowo wywoltujq
napltyw i aktywacje neutrofili, monocytow i
eozynofili do zainfekowanej tkanki, a takze
produkcje cytokin prozapalnych. Zatem, po-
mimo iz sieci NET sa korzystne w obronie
gospodarza przed patogenami, ich nasilo-
ne tworzenie przez zaktywowane komorki w
przebiegu COVID-19, moze wywota¢ kaskade
reakcji zapalnych, ktore uszkadzaja i niszczg
otaczajace tkanki wlasne gospodarza (JAVA i
wspotaut. 2020).

POTENCJALNE TERAPIE
PRZECIWKO WIRUSOWI SARS-CoV-2
SKONCENTROWANE NA NET

Poniewaz wirus SARS-CoV-2 bezposred-
nio wywoluje wyrzut NET przez neutrofile w
sposob zalezny od dawki, dlatego znalezienie
sposobu na efektywne zahamowanie tworze-
nia NET moze okazac¢ sie dobra metoda w
leczeniu COVID-19. Jeden z mechanizmoéw
wyrzutu NET w trakcie COVID-19 polega na
aktywnosci enzymu PAD4, zatem skutecz-
nym podejSciem w terapii tej choroby moglo
by by¢ podanie inhibitorow PAD4. Ich po-
zytywny efekt odnotowano w czasie leczenia
letalnej endotoksemii ptuc (LIANG i wspoétaut.
2018) i uszkodzen komoérek spowodowanych
niedotlenieniem (LANGE i wspoétaut. 2014),
chorob w ktérych NET przyczyniaja sie do
rozwoju patologii (ACKERMANN i wspotaut.

2021). Ponadto wiadomo juz, ze w czasie in-
fekcji wirusem SARS-CoV-2 plytki krwi moga
ulec aktywacji (HOTTz i wspoétaut. 2020), a
ich interakcja z neutrofilami moze doprowa-
dzi¢ do wyrzutu NET, jednak jak dotad nie
udato sie ustali¢ precyzyjnego mechanizmu
tego procesu, dlatego w tym przypadku nie
wskazano jeszcze mozliwych Srodkéow leczni-
czych (MCDONALD i wspoétaut. 2017, ACKER-
MANN i wspoétaut. 2021).

Skutki tworzenia NET w COVID-19 ob-
serwuje sie na poziomie komoérek i narza-
dow w kilku aspektach. Jednym z enzy-
mow proteolitycznych stanowiacych czesé
NET jest elastaza neutrofilowa, ktéra, oprocz
uszkodzen tkanek wlasnych organizmu,
moze sprzyja¢ infekcji komoérek gospodarza
przez wirusa, jak opisano to powyzej (ACK-
ERMANN i wspélaut. 2021). Naturalnym po-
dejsciem byloby zatem wykorzystanie inhibi-
tora elastazy neutrofilowej, np. endogennej
alfal-antytrypsyny (AAT), jednak endogenna
elastaza pochodzaca z NET opiera sie dzia-
laniu wymienionego inhibitora, co stwarza
problem w leczeniu COVID-19 (LEPPKES i
wspotaut. 2020). Wykazano bowiem, ze w
surowicy pacjentow z COVID-19 aktywnosc
NE jest bardzo wysoka mimo obecnosci al-
fal-antytrypsyny. Co jednak ciekawe, kiedy
surowice pacjentow z COVID-19, zawieraja-
ca AAT, dodano do egzogennej NE (nie po-
chodzacej z organizmu pacjentéw), doszto do
zahamowania jej aktywnosci. A zatem wy-
niki te sugeruja, ze obecna u chorych NE
jest, przynajmniej czeSciowo, oporna na ten
inhibitor. Jedna z mozliwych przyczyn jest
fakt, ze NE pacjentow jest zwiazana z DNA
(jako czes¢ NET), co powoduje zablokowa-
nie miejsca wigzania inhibitora (LEPPKES i
wspotaut. 2020).

NET i produkty ich degradacji sa row-
niez odpowiedzialne za uszkodzenia komoérek
naczyn krwionosnych, czego efektem moze
by¢ wytworzenie w organizmie autoprzeciw-
ciat, ktorych obecnos¢ prowadzi do poja-
wienia sie autoimmunologicznego zapalenia
naczyn (ACKERMANN i wspétaut. 2021). Moze-
my zaobserwowac tu analogie do SVV, gdzie
przeciwko bialkom wystepujacym na po-
wierzchni NET wytwarzane sa autoprzeciw-
ciala ANCA, ktore wykazuja wysokie powino-
wactwo w stosunku do MPO i proteinazy 3
(YosHIDA i wspoétaut. 2013). ANCA pobudzaja
neutrofile do wyrzutu NET zgodnie z me-
chanizmem sprzezenia zwrotnego dodatniego
oraz posrednio promuja powstanie stanow
zapalnych w obrebie naczyn krwionosnych
(CHEN i KALLENBERG 2009). Ponadto, interak-
cja NET i srodblonka naczyniowego skutkuje
aktywacja i apoptoza komoérek wchodzacych
w jego sklad, co w rezultacie doprowadza
do zniszczenia jego integralnosci i utracenia
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zdolnosci do pelnienia funkcji w organizmie.
Uszkodzenie srodbtonka naczyniowego, wy-
wotanego przez NET lub bezposrednio, wska-
zuje sie jako glownag przyczyne niewydolno-
§ci ptuc i nerek w COVID-19 (ACKERMANN i
wspotaut. 2021). Dodatkowo, zainfekowane
komorki srodbtonka wydzielaja réznorodne
zwiazki o dzialaniu parakrynnym (miejsco-
wym), ktore wplywaja na funkcjonowanie
samego endotelium, jak i pobliskich kom6-
rek, takich jak pneumocyty i neutrofile, oraz
moga przyczyni¢ sie do rekrutacji limfocytow
T w miejsce infekcji (ACKERMANN i wspolaut.
2021). NET wyrzucane przez neutrofile zre-
krutowane do pluc moga uczestniczy¢ w wy-
stapieniu immunozakrzepicy i ARDS, ktore
odpowiadaja za uszkodzenia tego organu w
czasie ciezkiego przebiegu COVID-19 (ACKER-
MANN i wspélaut. 2021). Przy ciezkim zaka-
zeniu wirusem SARS-CoV-2 czesto, cho¢ nie
zawsze, obserwowane sa uszkodzenia watro-
by lub nawet jej martwica, ktéra moze wy-
stapi¢ na skutek aktywnosci samego wirusa
i/lub zniszczen wynikajacych z obecnosci w
organizmie nadmiernej ilosci cytokin i NET
(ACKERMANN i wspoétaut. 2021). W tym pro-
cesie zaobserwowac mozna podobienstwa do
przebiegu sepsy, kiedy neutrofile gromadza
sie m.in. w watrobie, a nastepnie wyrzucaja
duze ilosci NET (KOLACZKOWSKA i wspoélaut.
2015), ktére wspomagaja komorki Browicza-
-Kupffera (makrofagi watroby) w wychwyty-
waniu bakterii obecnych we krwi (MCDONALD
i wspoétaut. 2012). Same neutrofile i wyrzu-
cone przez nie struktury pozostaja jednak w
naczyniach watroby na dlugo po wyelimino-
waniu przyczyny infekcji, przyczyniajac sie
do degradacji srodblonka naczyniowego i he-
patocytow (KOLACZKOWSKA i wspotaut. 2015).
Przyczyny zaburzen w usuwaniu NET nie sa
dotychczas poznane, ale wiadomo, ze zabu-
rzone mechanizmy tego procesu przyczyniaja
sie do rozwoju i/lub patologii licznych cho-
rob autoimmunizacyjnych, nowotworowych
czy sepsy (SANTOCKI i KOLACZKOWSKA 2020).
Srodki, ktérymi obecnie prébuje sie ha-
mowac tworzenie NET u pacjentow z CO-
VID-19, to najczeSciej przeciwzapalny dek-
sametazon i przeciwzakrzepowa heparyna
(ACKERMANN i wspoélaut. 2021). Deksameta-
zon, ktory jest glikokortykoidem, dziata po-
przez zmniejszanie wydzielania mediatoréow
prozapalnych w organizmie chorego, w efek-
cie ograniczajac wyrzut NET przez neutrofi-
le (ACKERMANN i wspoétaut. 2021). Heparyna
natomiast dziala neutralizujgco na histony,
majac do nich wysokie powinowactwo, po-
woduje ich odlaczenie sie¢ od DNA wchodza-
cego w sktad NET (FucHs i wspoétaut. 2010).
Heparyna dodatkowo wspoéldziala z enzymem
DNazg I w rozkladaniu powstalych skrze-
pow, gdyz rozklada ,szkielet” NET (LEPPKES

i wspotaut. 2020). U niektérych pacjentow
moze pojawi¢ sie jednak opornosé¢ na hepa-
ryne, co stanowi problem w wykorzystaniu
jej jako leku (ACKERMANN i wspoétaut. 2021).
Jako ze cytokiny prozapalne odgrywaja
ogromna role w patologii COVID-19, obecnie
testuje sie kilka preparatow bedacych glow-
nie przeciwcialami monoklonalnymi (ang.
monoclonal antibody, mAb; neutralizuja one
docelowe biatko), np. tocilizumab hamujacy
dziatanie IL-6 czy anakinra (rekombinowany
antagonista receptora dla IL-1, IL-1Ra) blo-
kujaca IL-1a i IL-1B. Oba te leki, po przej-
Sciu badan klinicznych, moglyby by¢ uzywa-
ne takze w terapii anty-SARS-CoV-2 (ACKER-
MANN i wspélaut. 2021).

Jako preparaty lecznicze w przebiegu
COVID-19 wdraza sie rowniez leki, ktorych
dziatanie opiera sie na hamowaniu uktadu
dopelniacza. Sa to np. eculizumab i AMY-
101, ktorych uzywa sie z powodzeniem w
trakcie leczenia niewielkiego odsetka pacjen-
tow bardzo ciezko przechodzacych COVID-19
(LAURENCE i wspétaut. 2020, MASTAGLIO i
wspoétaut. 2020). Eculizumab to humanizo-
wane mAb anty-C5, natomiast AMY-101 to
maly peptyd, ktory wiaze skladnik C3 i nie
dopuszcza do jego aktywacji (MASTELLOS i
wspotaut. 2020). Badania kliniczne dowodza
skutecznosci obu srodkéw w leczeniu ARDS
spowodowanego infekcja SARS-CoV-2, z
przewaga AMY-101 nad eculizumabem (MAS-
TELLOS i wspotaut. 2020). Nalezy jednak za-
znaczy¢, ze terapie oparte o mAb sa bardzo
drogie.

Jako potencjalne leki rozwaza sie row-
niez rozne izoformy enzymu DNazy (np. CO-
VIDornase, COVASE), hydrolizujacego DNA,
z ktorego sklada sie NET. Nalezy tu jednak
podkreslié, ze DNaza nie doprowadza do
kompletnej degradacji NET, pozostawiajac w
organizmie ich male fragmenty, ktore wciaz
moga promowac stan zapalny (KOLACZKOW-
SKA i wspotaut. 2015). Wszystkie testowane
srodki, ktore moglyby by¢ potencjalnie wyko-
rzystane w leczeniu COVID-19 bedg w przy-
szlosci poréwnywane w swojej skutecznosci
wzgledem dotychczas stosowanych - dek-
sametazonu i heparyny, ktére obecnie pet-
nig role standardu (ACKERMANN i wspotaut.
2021). Jednak docelowo, w przypadku NET
wydaje sie, ze najwlasciwszym podejSciem
jest strategia leczenia opierajaca sie zarow-
no na hamowaniu powstawania NET, jak i
wspomagajaca degradacje tych NET, ktore
juz powstaly (ACKERMANN i wspoélaut. 2021).
Problem polega jednak na tym, ze obecnie
nie istnieja selektywne inhibitory tworzenia
NET, a sposrod tych istniejacych, czeSciowo
blokujacych $ciezki inicjujace powstawanie
sieci (np. Cl-amidine) zaden nie jest dopusz-
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czony do stosowania u ludzi, z wyjatkiem
terapii eksperymentalnych.

PODSUMOWANIE

Do roku 2020 r. pandemia byla poje-
ciem znajdowanym w podrecznikach im-
munologii, a poprzednia Swiatowa epidemia
rozpoczela sie 102 lata wczesniej (byla spo-
wodowana tzw. grypa hiszpanka) i skonczy-
la sie po 3 latach. Nalezy mie¢ nadzieje,
ze pandemia COVID-19 bedzie trwata kro-
cej, m.in. ze wzgledu na fakt, ze rozumie-
my coraz wiecej z jej mechanizméw oraz juz
stworzyliSmy skuteczne szczepionki. Jednak
z drugiej strony, skala podrozowania jest
niewspolmiernie zwiekszona od tamtego cza-
su, a wyszczepialno§¢ nie jest wystarczaja-
ca. Jedna z przyczyn zjawisk patologicznych
zachodzacych w czasie infekcji SARS-CoV-2
jest powstanie nadmiernej ilosci nieusuwa-
nych NET, ktore bezposrednio lub wtérnie
prowadza do uszkodzen tkanek, procesow
zakrzepowych, sztormu cytokinowego i ak-
tywacji uktadu dopeilniacza. Nadmierna ak-
tywacja reakcji odpornosciowych jest bronig
obosieczng i czesto wlasnie to zjawisko, a
nie sam czynnik infekujacy, powoduje ciezki
przebieg choroby lub nawet Smieré. Jednak
znajac mechanizmy patofizjologiczne jeste-
Smy w stanie stworzy¢ nowe terapie, kto-
rych rozw6j w kontekscie NET omawiamy w
niniejszej pracy.

Streszczenie

Choroba COVID-19 wywolana przez wirusa SARS-
-CoV-2 powoduje powazne uszkodzenia pluc, ale takze
innych narzadéw w organizmie czlowieka. Infekcja moze
spowodowaé¢ bardzo silna aktywacje odpowiedzi immu-
nologicznej, zwlaszcza wrodzonej, prowadzac m.in. do
nadmiernej aktywacji neutrofili. Komorki te, stanowiace
liczebnie najwieksza populacje leukocytow we krwi czlo-
wieka, po silnej aktywacji moga wyrzucac¢ tzw. zewna-
trzkomorkowe sieci neutrofilowe NET. Struktury te maja
na celu wylapywanie i unieruchamianie (ograniczajac in-
fekcje) patogenow takich jak bakterie i wirusy. Jednak
ze wzgledu na fakt, ze w ich sklad wchodza biatka i
kwasy nukleinowe silnie cytotoksyczne oraz aktywujace
kaskade krzepniecia i uklad dopelniacza, uszkodzeniu
moga ulegac takze tkanki wlasne organizmu. W artykule
przedstawiamy budowe, funkcje i efekty uboczne two-
rzenia NET w organizmie czlowieka, a przede wszystkim
opisujemy obecny stan wiedzy dotyczacy wplywu NET
na przebieg COVID-19. NET sa silnie indukowane przez
SARS-CoV-2, prowadzac do procesé6w patologicznych w
trakcie COVID-19, w tym uszkodzen wielonarzadowych,
m.in. zwigzanych z tworzeniem zakrzepow. Przedstawia-
my takze testowane oraz potencjalne, terapie anty-NET
mogace poprawi¢ stan chorych i/lub ochroni¢ przed
Smiercia.
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SARS-CoV-2 VERSUS NEUTROPHILS: ENTRAPPED BY NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS (NETS)

Summary

Coronavirus disease COVID-19 is induced by SARS-CoV-2 virus leading to severe lung injury, but also other
vital organs can be affected in its course. The infection can induce profound activation of the immune system,
especially the innate response, leading to over-activation of leukocytes, including neutrophils. The latter cells are
the most abundant type of white blood cells in humans, and they can release neutrophil extracellular traps (NETSs)
when strongly activated. NETs capture and immobilize pathogens such as bacteria and viruses, limiting their spread
throughout the body. However, as they consist of cytotoxic proteins and nucleic acids which can also activate co-
agulation leading to thrombosis, also bystander host cells/organs can get injured. In the article we characterize
NETs in terms of their structure, functions and side effects of their formation, but foremost we focus on up-to-date
findings on NET involvement in COVID-19. NETs are strongly induced upon SARS-CoV-2 infection, and they cause
numerous pathologies during COVID-19 which include multi-organ damage related to thrombosis. We also describe
and discuss tested and potential therapies directed against NETs that can improve the condition of patients in the
course of the disease and/or prevent mortality.
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