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Abstrakt

Neutrofilné extracelularne pasce (NETs) st extracelularne $truktiry vytlacané aktivovanymi neutrofilmi podobné sieti, schopné zachytit’
mnohé patogény, vratane grampozitivnych a gram-negativnych baktérii, hib, prvokov a virusov. NETs st zlozené z DNA vlakien, histonov a
antimikrobidlnych proteinov pochddzajicimi z granul a jadra neutrofilov. Patogény su v nich imobilizované a vystavené lokalnej, vysokej a
letalnej koncentracii efektorovych proteinov. Nadmerné uvol'novanie NETs alebo porusenie mechanizmov ich eliminécie je spojené s viacerymi
chorobnymi stavmi. Toxické produkty NETs (histony, proteiny z granil) indukuju bunkova apoptézu, podporuji poskodenie tkaniva a zapal.
Sucasti NETs mozu sluzit’ ako autoantigény a iniciovat reakcie dolezité v patogenéze viacerych autoimunitnych ochoreni. Pritomnost’ zvyseného
mnozstva cirkulujicich NETs mo6ze ovplyvnit progresiu rakovinového ochorenia, tvorbu metastaz a zlyhanie liecby. NETs hraju tiez déleziti ulohu
pri koagulacii a tvorbe krvnych zrazenin.

Kracové slova: Neutrofil. Neutrofilné extracelularne pasce. Autoimunita. Nadorové ochorenia. Koagulacia.

Abstract

Neutrophil extracellular traps (NETs) are net-like extracellular structures extruded by activated neutrophils capable of trapping many
pathogens, including Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi, protozoa, and viruses. NETs are composed of DNA strands, histones, and
antimicrobial proteins derived from neutrophil granules and nuclei. Pathogens are immobilized in them and exposed to a local, high and lethal
concentration of effector proteins.Excessive release of NETs or violation of their elimination mechanisms is associated with several disease states.
Toxic products of NETs (histones, granule proteins) induce cell apoptosis, promote tissue damage and inflammation. Components of NETs can
serve as autoantigens and initiate reactions important in the pathogenesis of several autoimmune diseases. The presence of an increased amount
of circulating NETs can influence the progression of cancer disease, the formation of metastases and the failure of treatment. NETSs also play an
important role in coagulation and blood clot formation.

Key words: Neutrophil. Neutrophil extracellular traps. Autoimmunity. Tumor diseases. Coagulation.

Uvod
Neutrofilné extracelularne pasce (NETs), objavené e Dekondenzacia chromatinu
Volkerom Brinkmannom so spolupracovnikmi v roku 2004, u Stimuly spustaju signalne drahy aktivovanych

proteinkindz (MAPK), ktoré potom indukuju tvorbu
ROS vmitochondriach. Nasledne migruje peptidyl-
arginin-deimindza typu 4 (PAD4), neutrofilna
elastaza (NE) a myeloperoxidaza (MPO) do jadra,
kde PAD4 sprostredkovava citrulinizaciu histonov,
MPO a NE ich enzymaticku degradaciu. To vedie
k destabilizacii Struktury chromatinu.

Prasknutie jadrovej membrany a rozklad cytoskeletu,

pdsobenim serinovych proteaz.

su extracelularne Struktiry podobné sieti, ktoré su schopné
zachytit’ baktérie, huby, prvoky a virusy [1]. Su vytlacané
aktivovanymi neutrofilmi, zlozené z DNA vlakien, histonov a
antimikrobialnych proteinov. Patogény su v nich imobilizované a
vystavené lokalnej, vysokej a letalnej koncentracii efektorovych
proteinov [2]. Existuju tri rozne typy neutrofilnych pasci.
Zakladnou S$truktirou prvého typu NETs je extracelularna
DNA spojena s antimikrobialnymi proteinmi pochadzajicimi °
z granul a jadra neutrofilov. Predstavuje hlavnu formu tvorby

NETs, nazyvani aj samovrazedna NETo6za, pretoze vedie e  Permeabilizécia a prasknutie bunkovej membrany.

k smrti neutrofilov [3]. Je zavislA od NADPH-oxidazy a od e Zostavenia  antimikrobidlnych  proteinov  na
zvysenia koncentracie Ca®* v cytoplazme [4]. NET6za za¢ina chromatinovy skelet.

aktivaciou povrchovych receptorov réznymi prozapalovymi u Ide predovSetkym o jadrové histony, vysokl

hladinu proteinov granul ako si NE, katepsin G,
PR3, MPO, cytosolové proteiny — S100 [4].

stimulmi, vratane PAMP (Pathogen associated molecular
patterns - Molekularne vzory asociované s patogénom) molekul
odvodenych od mikroorganizmov, cytokinov, imunitnych

komplexov, DAMP (Damage-associated molecular patterns Proces sa kon¢i tinikom NETs do extracelularneho priestoru

- molekularne vzory asociované s poskodenim) molekul
uvolnenych zo ,,stresovanych* alebo umierajtcich buniek [5].
Stimuly spustaju program, ktory je dokonéeny v priebehu
niekol’kych hodin a pozostava zo niekol’kych kritickych uloh:

[6]. V poslednom kroku NETo6zy funguju NETs ako imunitny
signal na nabor dalS§ich imunitnych buniek na zosilnenie
imunitnej odpovede v mieste infekcie.
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Narozdiel od tohto mechanizmu veduceho k smrti neutrofilov
bola opisana aj vitalna NET6za, pocas ktorej neutrofily zostavaju
zivé a reaguju okamzitou bunkovou odpovedou na vonka;jsi
stimul. Pri vitdlnej NETo6ze, ktord je od NADPH-oxidazy
nezavisla sa z dekondenzovaného jadra vytvaraju vezikuly
obsahujuce jadrovii DNA, transportuju sa k bunkovej membrane
anasledne sa s iou spajaju. Pasce sa vypudzuji von z bunky bez
toho aby doslo k jej poruSeniu. Z neutrofilov sa potom stavaju
anuklearne cytoplasty, ktoré su stale pohyblivé a mézu vnimat’
chemotaktické stimuly [5].

Treti typ NETs je zlozeny z mitochondrialnej DNA
a proteinov pochadzajucich z granul. Tento typ takisto
nesprevadza smrt’ neutrofilného leukocytu [4]. V priebehu rokov
sa ukazalo, Ze iba zlomok neutrofilov moze vytvarat’ NETs, ¢o
poukazuje na heterogenitu populacie neutrofilov, najma pocas
sterilného zéapalu [7]. Hoci zloZenie NETs je pomerne stabilné
relativny pocet zékladnych bielkovin a tiez ich zloZenie sa
moze lisit’ v zavislosti od vyvolavajuceho stimulu. Neutrofilnym
pasciam pochadzajiucim z mitochondrii chybaji histony [6]. Na
zéklade analyzy pomocou hmotnostnej spektrometrie sa zistilo,
ze existuje najmenej 24 neutrofilnych proteinov spojenych s
tvorbou NETs [8].

Samovrazedné Vitilne NETs NETs s mtDNA
NETs

PMA LPS GM-CSF

XL Tromboceyty C5a

| /|
0.

Neutrofil neprezije Neutrofil prezije Neutrofil prezije
Chromozomalna DNA Chromozomalna DNA Mitochondridlna DNA

NADPH oxidéza dependentnd  NADPH oxidiza independentna

!

Obrazok 1 Tri typy NETs. Upravené podla Stoimenou a kol., 2022 [4].

I ked boli extracelularne pasce prvykrat opisané v
neutrofiloch a myslelo sa, Ze fungujt ako ,,pasca“ sliziaca na
zabijanie invazivnych mikroorganizmov, najnovsie vedecké
prace preukazali, ze aj iné typy granulocytov, teda cozinofily i
bazofily mézu vytvarat’ pasce. Eozinofilné extracelularne pasce
sa podiel’aji na obrane pred parazitmi, plnia ulohu pri alergicke;j
reakcii a bazofily mozu takisto uvolfiovat’ chromatin a zabijat
baktérie pri deficite fagocytarnej aktivity. Dal§imi bunkami
schopnymi tvorit’ pasce su zirne bunky, monocyty i makrofagy

[5].

1 Vplyv NETs v patogenéze vybranych ochoreni

Tvorba NETs, mimoriadne ucinna sucast’ antimikrobialne;j
obrany, je dvojseénou zbranou. Vznikajuce NETs musia byt
vCas odstranené, pretoze v opacnom pripade aktivuju dalSie
neutrofily a imunokompetentné bunky prispievajice k zapalu,
ktory potom generuje eSte viac NETs. To vytvara zacarovany
kruh, ktory je kl'icovou zlozkou v patogenéze tak réznorodych
chordb akymi st preeklampsia, sepsa, autoimunitné ochorenia
alebo v inych neinfekénych patologickych procesoch, ako su
poruchy zrazanlivosti krvi, tromboza, diabetes, aterosklerdza a
rakovina [2,9]. Udaje naznadujt, ze NETs st dolezité aj pre
COVID-19 [9].

1.1 NETs a autoimunita

Kumulované dokazy z in vitro, in vivo a klinickej diagnostiky
naznacuju, ze NETs moézu hrat’ klIaiCovi tulohu pri réznych
autoimunitnych ochoreniach ako je reumatoidna artritida,
systémovy lupus erythematodus alebo s ANCA protilatkami
asociovana vaskulitida. Pri autoimunitnych stavoch populacia
tzv. neutrofilov s nizkou hustotou (LDN) uvolnuje NETs
spontanne, ¢o sa dokdzalo napr. pri SLE a RA. NETSs s najva¢sou
pravdepodobnostou prispievaju k prelomeniu autotolerancie
niekol’kymi spdsobmi. Mézu narusit’ autotoleranciu tym, ze su
zdrojom autoantigénov pre autoprotilatky vyskytujuce sa pri
autoimunitnych ochoreniach ako su protilatky proti citrulinovému
proteinu (ACPA) pri RA, anti-dsDNA pri SLE a anti-MPO a anti-
PR3 pri vaskulitidach. Okrem toho zlozky NETs by mohli urychlit’
zépalovi reakciu sprostredkovanim aktivacie komplementu,
pri¢om posobia napriklad ako DAMP a aktivatory zapalu. NETs
tiez mézu aktivovat’ iné imunitné bunky ako st B a T lymfocyty
alebo bunky prezentujuce antigén. NavySe zhorSeny klirens
NETs pri autoimunitnych ochoreniach predlzuje pritomnost’
aktivnych NETs a ich zloziek, a tym podporuje imunitné reakcie.
NETs sa nielen podiel'aji na vzniku zapalu, no su tieZ spojené s
jeho ukoncenim. Preto mozu byt NETs centralnymi regulatormi
zéapalu a autoimunity a slazit’ ako biomarkery ako aj sl'ubné ciele
pre buducu terapiu autoimunitnych ochoreni [7].
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Reumatoidna artritida (RA) je chronické systémové
ochorenie charakterizované zapalom kibov a ich detrukciou.
Typickym rysom RA je pritomnost” Specifickych autoprotilatok
proti post-translacne modifikovanym proteinom vo vzorkach séra
asynovialnej tekutine napr. ako su protilatky proti citrulinovanym
(ACPA), karbamylovanym a acetylovanym proteinom.
Pritomnost’ autoprotilatok je spojena s patogenézou a progresiou
ochorenia [7]. Dysregulovana aktivacia neutrofilov prispieva k
patogenéze reumatoidne;j artritidy, ale i d’alSich autoimunitnych
ochoreni. ROS odvodené od neutrofilov a proteazy neutrofilnych
granul sa podiel'aji na poskodeni a deStrukcii chrupavky pri
RA. Oneskorena apoptéza neutrofilov v kiboch prispieva k
chronickému zapalu, naboru synovialnej bunky a predizenému
zabezpeceniu proteolytickych reakcii [10]. In vitro neutrofily
pacientov s RA vykazuju zvySeny spontanny sklon k tvorbe
NETs v porovnani so zdravymi kontrolnymi neutrofilmi. NETs
vytlacaju nové autoantigény ako su citrulinované histony, ktoré
mozu podporovat’ autoimunitni odpoved’ pri RA.V synovialnej
tekutine, kozi a reumatoidnych uzlinich pacientov s RA sa
zistil zvySeny vyskyt NETs proteinu — MPO, ¢o naznacuje, ze
NETs su pritomné v tychto zapalom postihnutych oblastiach
(kib/synovium). V sére pacientov s RA sa detegujii zvysené
komplexy MPO-DNA a hladiny bezbunkovych nukleozémov,
ktoré koreluji s klinickymi parametrami ako je C reaktivny
protein, pozitivny reumatoidny faktor a ACPA. NETs a produkty
odvodené od NETs by teda mohli sluzit ako biomarker pre
aktivitu ochorenia a moézu byt tiez sl'ubnymi terapeutickymi
ciel'mi pre zapalova RA [7].

Systémovy lupus erytematéodus (SLE) je autoimunitné
ochorenie spojivového tkaniva charakterizované tvorbou
viacerych autoprotilatok (antinuklearne protilaitky - ANA,
protilatky proti dvojvlaknovej DNA — dsDNA, protilatky (anti
Sm/RNP, anti-Ro/La) a spotrebou komplementu. Ochorenie
ma schopnost’ poskodit’ vSetky dolezité organy. SLE postihuje
prevazne mladé zZeny a ide o stav so Sirokym spektrom zavaznosti,
od mierneho postihnutia kibov az po Zivot ohrozujuce stavy.
Ochorenie je nevylieCitelné a napriek modernej liecbe je stale
spojené so zvySenym rizikom imrtnosti a skratenej doby Zivota.
Dokazy za poslednych niekol’ko rokov potvrdili tlohu neutrofilov
v patogenéze SLE. Fenotypové charakteristiky neutrofilov pri
SLE zahimnaju zvysenu apoptdzu, sekundarnu nekrézu a zhorsené
fagocytarne schopnosti. Neutrofily pri SLE maju tiez zvysSenu
tvorbu NETs a zhorSenti degradaciu NETs. ZvySeny pocet
apoptotickych neutrofilov pri SLE stvisi s aktivitou ochorenia

a sérovymi hladinami protilatok proti dvojvlaknovej DNA.
Jadrové komponenty obsiahnuté v NETs, najmid DNA vytvaraju
silny zdroj autoantigénov. Apoptotické neutrofily moézu byt
tiez zdrojom autoantigénov u pacientov so SLE. Autoantigény
ako dsDNA a katelicidin u pacientov so SLE vykazuju zvysenu
hladinu v periférnej krvi a koreluju s aktivitou ochorenia.
Vyraznou subpopulaciou neutrofilov pri SLE su granulocyty
s nizkou hustotou (LDG), ktoré v poslednych rokoch pritiahli
velka pozornost. Z LDG sa uvolnuju NETs, ktoré vykazuju
vysoké hladiny autoantigénov a imunostimula¢nych molekul,
vratane MM-P, a- a B-defenzinov a LL-37 [8]. NajvyraznejSia
charakteristika LDG je podobnost’ povrchovych markerov
s fenotypom zrelych neutrofilov (napr. CD10). LDG vylucuja
vysoké hladiny prozapalovych cytokinov vratane TNF- a , IL-6,
TL-8 a TFN typu I a I1, ktoré sa podiel'aji na vyvolani zapalu pri
lupuse. Midgley a Beresford (2016) v §tadii pozorovali zvySent
expresiu LDG u pacientov s juvenilnym SLE, ktora koreluje s
koncentraciou protilatok proti dsDNA a aktivitou ochorenia
[11]. Predpoklada sa, ze odlisné skupiny neutrofilov prispievaji
k vaskularnemu poskodeniu a nestabilnému koronarnemu plaku
pri SLE [12].

1.2 NETs a nadorové ochorenia

NETs sa ukazali ako doleziti hraci, ktori prispievaju k rastu
nadoru, tvorbe metastaz a zlyhaniu liecby [13]. NETs maju
schopnost’ modulovat’ unikové kapacity nadorovych buniek,
a tym prispievat’ k patogenéze rakoviny niekol’kymi spdsobmi.
Prebudzaju spiace rakovinové bunky, podporuju extravazaciu
rakovinovych buniek, zvysuju proliferaciu a migraciu rakoviny
a reguluji mikroprostredie nadoru degradaciou extracelularnej
matrice prostrednictvom sekrécie protedz, Co poskytuje
miesto pre metastaticky nador. Okrem toho NETs iniciuju
mezenchymalny prechod epitelovych buniek a zosiliiuju
migratné a invazivne schopnosti rakovinovych buniek.
Cirkulujuce naddorové bunky, ked st zachytené vlaknami NETs,
mozu byt sekvestrované a privedené do vzdialenych orgénov
tvoriacich lymfatické alebo hematogénne metastdzy. Spomedzi
tumorigénnych aktivit NETs priamo ovplyviuju charakteristiky
nadorovych buniek prostrednictvom aktivaénych signalov, ¢im
sa zvySuje invazivnost' rakovinovych buniek [4]. Okrem toho,
obklopuju primarny nador a vytvaraji bariéru blokujucu pristup
cytotoxickych T buniek a prirodzenych zabijacskych buniek,
¢im ulah¢ujt imunitny unik z imunitného dozoru [13].

Hypoxia
\ Mikroorganizmy

/

G-CSF

Anti G-CSF—'

-
Trombocyty /‘ \
IL8 s Kalcinenrinove
inhibitory

ROS zberale

PAD
inhibitory

MPO
inhibitory T

DNaza

Obrazok 2 NETs ako ciele terapie. Upravné podl'a Masucci a kol., 2020 [2].

Stimuldcia neutrofilov (zelené Sipky) vedie k NEToze a uvolneniu NETs (modré sipky). Pocas tychto procesov sa stanovili ciele
terapie a interferujiice lieky (Cervené sipky) sa pouzili v klinickej praxi alebo sa skumaju in vivo.
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Hladiny NETs v obehu koreluju so zvySenymi hladinami
markerov hyperkoagulacie - podporuju trombdzu asociovanu
s rakovinou. Krvné zrazeniny teda mézu fungovat ako prvy
indikator nadorového ochorenia - moézu byt spojené so zlou
prognézou nadorového ochorenia. Zda sa, ze protromboticky
stav indukovany NETs je zavisly od DNA.

NETs mézu byt sl'ubnymi terapeutickymi ciel'mi pri liecCbe
rakoviny, ¢o potvrdzuju stidie na zvieracich modeloch (osetrenie
DNA4zou zabranuje tromb6ze) - obrazok 2. Ak by sa brala do
uvahy tuloha NETs pri zvySovani metastatického potencialu
rakovinovych buniek, mohlo by byt vhodné inhibovat ich
tvorbu a aktivitu v nadoroch. AvSak doposial prebiehajiuce
studie eSte neodhalili najlepsi sposob na zacielenie NETs.
Kombinacia stratégii imunoterapie, liekov interferujucich s
chemoatraktantami neutrofilov a extruziou NETs bola navrhnuta
ako v budicnosti mozna lie¢ba rakoviny [2].

1.3 NETs a ich uloha pri koagulacii a trombéze

NETs hraju dolezitd Glohu pri koagulacii, aktivacii
koagulacnej drahy a tvorbe krvnych zrazenin — tromboze. DNA
a histony, ktoré tvoria skelet NETs moézu zachytavat krvné
dosticky, erytrocyty, fibrinogén, von Willebrandov faktor (VWF)
a adhézne faktory krvnych dosti¢iek. NETs mozu tiez aktivovat
krvné dosticky prostrednictvom interakcii s fibronektinom a
vWF, ¢o vedie k ich agregacii a tvorbe krvnych zrazenin. Pri
zachovani tychto mechanizmov §tadie naznacuju, ze aktivované
krvné dosticky podporuju uvolfiovanie NETs, ¢im sa vytvara
reciproény vztah medzi NETo6zou a trombdzou. Spolu to
sposobuje dysregulaciu prokoagulaénych a antikoagulaénych
faktorov, covediek protrombotickémustavu. Histony uvoliované
z NETs interferuji s fibrinolyzou, procesom rozkladu krvnych
zrazenin. Extracelularne histony sprostredkovavaji zmeny
na fibrin, ktory je odolny voci fibrinolyze. Priliv NETs moze
poskodit’ vaskularny endotel a navodit’ expresiu tkanivového
faktora, ktory spusti koagula¢na kaskadu [14].

1.4 NETs ako faktor zavaznosti ochorenia COVID-19

COVID-19 je ochorenie spdsobené novoobjavenym
virusom SARS-CoV-2. U pacientov so zadvaznymi priznakmi sa
nakoniec rozvinie syndrom akutnej respiracnej tiesne (ARDS),
septicky Sok alebo multiorganové zlyhanie. Hyperaktivovana,

povazuje za pric¢inu tazkého priebehu ochorenia a v mnohych
pripadoch dokonca i smrti. V stacasnosti su k dispozicii
pocetné spravy, podporujuce skutoCnost, ze neutrofilmi
sprostredkované dysregulované reakcie st jednym z kritickych
faktorov zavaznosti ochorenia COVID 19. Pomer neutrofilov
k lymfocytom sa povazuje za prediktor zédvaznosti ochorenia
COVID-19. Pitevné stadie tazko infikovanych pacientov, ktori
podl'ahli ochoreniu, uvadzaji dokazy o infiltracii organov
nadmernym poctom neutrofilov. ZvySeny pocet neutrofilov a
makrofagov v pltcach prispieva k prozapalovej cytokinovej
burke veducej k smrtel'nym nasledkom. Dokazom je zvysena
hladina plazmatickych mediatorov ako su interleukiny (2, 5,
6, 8, 7, 10), TNF-a, chemokiny ako CCL2 a CCL3, G-CSF u
pacientov hospitalizovanych na JIS [15]. Hladiny IL-6, IL-8, su
hlavnymi chemotaktickymi faktormi, ktoré pritahuji neutrofily
do plic a priamo korelovali so zdvaznostou ochorenia [16].
Zvyseny pocet nezrelych neutrofilov v pripade tazkej formy
COVID-19, indikoval nudzova granulopoézu v kostnej dreni,
¢o mdze byt spdsobené zvysenou hladinou G-CSF a GM-
CSF u pacientov s tazkym priebehom ochorenia [14]. Vzorky
sér pacientov s tazkym COVID-19 vykazovali zvySenu
hladinu volnej dsDNA, MPO a citrulinovaného histonu H3,
¢o sved¢i o uvolneni NETs. VySetrenie imunofluorescencne
zafarbenych posmrtnych vzoriek pluc pacientov s COVID-
19 odhalilo, ze dsDNA, MPO a citrulinovany histon H3 boli
pritomné aj v dychacich cestach, intersticidlnych a vaskularnych
priestoroch pacientov s ARDS. Zistilo sa, Ze tieto NETs su
spojené s fibrinom, ktory uplne uzavrel niektoré alveoly alebo
bronchioly [17]. VeI'mi vyraznd tvorba NETs bola zistend u
tazko chorych pacientovvo vnutri mikrociev. Intravaskularna
agregacia NETs sposobuje uzavretie postihnutych ciev, ¢o vedie
k poskodeniu organov. Zvysenu tvorbu NETs v pl'icach moze
zapriCinit’ ich interakcia s aktivovanymi krvnymi dostiCkami.
Agregaty neutrofilov a krvnych dostic¢iek koreluju so zapalom
a zavaznostou ochorenia. Krvné dostiCky napomahaju pri
nabore neutrofilov do pl'ic priamou interakciou s P-selektinom a
nepriamo uvolnenim prozapalovych mediatorov. Tato interakcia
vedie k zvysenej tvorbe NETs v pliicach a prispieva k zapalovym
mikrovaskularnym trombom obsahujiacich NETs. Pri zavaznom
ochoreni COVID-19 neutrofilné granulocyty vykazuju fenotyp s
nizkou hustotou (LDG), ktory je nachylny na spontdnnu tvorbu
NETs [15, 17].
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g ."' *:‘ *
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Obrazok 3 Zapojenie neutrofilov do patogenézy SARS-CoV-2. Upravené podl'a Rawat a kol., 2021 [15].
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1.5 NET pri ischemickej cievnej mozgovej prihode

Vseobecne sa uznava, ze NET mozu prispievat k
patogénnemu mechanizmu réznych ochoreni postihujicich
centralny nervovy systém, ako je ischemickd mozgova prihoda
alebo systémova skler6za, ako v stcasnosti opisuju Manda-
Handzlik a Demkow [18]. Ischemicka cievna mozgova prihoda
je zvycajne sposobend lokalnou trombdzou v mozgovom obehu
alebo migraciou periférnej zrazeniny zodpovednej za vaskularnu
okluziu blokujucu zasobovanie mozgu kyslikom. NET dalej
podporuju sekundarnu trombdzu a predlzuju obdobie ischémie.
Predpoklada sa tiez, Zze fenomén no-reflow, ktory zhorSuje
trombolyzu indukovani t-PA, mozZno pripisat’ konglomeratom
NET, ktoré¢ zachytavaju krvné dosticky a aktivuji vnatornu
koagula¢nu drahu v mozgovych kapilarach [19].

2 Vyvin stratégii na kontrolu $kodlivych ucinkov
neutrofilov

Neutrofily majui délezita tlohu pri zapale, preto je potrebné
hladat’ terapeutické¢ pristupy, ktoré¢ kontroluji neutrofily
vykonévajice poskodenie tkaniva a ulahcuju ich odstranovanie
7o zapaleného miesta po splneni ich funkcie. Cielom vyskumu
je tlmenie zapalu tak, aby sa uprednostnili reparacné procesy
bez toho, aby bola postihnutd antimikrobidlna obrana hostitel’a.
Vyvinulo sa niekol’ko stratégii, ktoré dosiahli v predklinickych
modeloch pozitivne vysledky. Medzi ne patria molekuly,
ktoré mozu inhibovat, obnovovat alebo zvySovat funkcie
neutrofilov.

Chemokinovéreceptory CXCR1/2naneutrofilochstdolezité
pri mnohych zapalovych ochoreniach. Preto ich terapeuticka
inhibicia alebo inhibiciaich ligandov (ako je CXCLS8) mdze znizit’
nabor neutrofilov pri poruchach s neziaducim ndborom tychto
buniek najmé pri zapalovych ochoreniach creva, ateroskleréze,
reumatoidnej artritide a inych. Nedavne zistenia naznacuju
kritickt ulohu neutrofilov aj vo vyvoji a progresii rakoviny a
zdoraziujii potencialne terapeutické vyuzitie inhibitorov osi
CXCR1/2/CXCLS8, najmé pri malignitach gastrointestindlneho
traktu vratane pankreasu a hrubého Creva, ale aj inych organoch
ako je napr. koza (melaném) a oblicky [20].

Dalsou taktikou, ktora preukézala Géinnost’ v predklinickych
modeloch je priama inhibicia G-CSF a nasledne zniZenie
mnozstva neutrofilov. Latky proti tomuto ciel'u st v sucasnosti v
ranom $tadiu klinického vyvoja pri rakovine. Nie je vSak celkom
jasné, ¢iinhibicia G-CSF a nasledna redukcia neutrofilov nemdze
mat’ negativny vplyv na obranyschopnost’ pacientov najma tych,
ktori st lieCeni chemoterapiou [21]. Leukotriény odvodené od
neutrofilovpomahajusirit podskupinyrakovinovychbuniek,ktoré
si zachovavaju vysoky tumorigénny potencial. Genetické alebo
farmakologicka inhibicia enzymu arachidonat-5-lipoxygenazy
generujuceho leukotrién (Alox5) rusi prometastaticka aktivitu
neutrofilov a nasledne moéze obmedzit' metastatickil progresiu
nadoru [22].

Dal§im moZznym terapeutickym pristupom je blokovanie
degranulacie neutrofilov alebo ucinkov granuldrnych enzymov.
Boli vyvinuté inhibitory exocytdzy Specifické pre neutrofily
nazyvané Nexinhibs (neutrofilné inhibitory exocytozy), ktoré
selektivne inhibuju uvolfiovanie obsahu azurofilnych grantl
bez ovplyvnenia fagocytéozy a Netdzy a na mySom modeli
systémového zapalu znizovali akumulaciuneutrofilov v oblickach
a peceni. V dalSej Studii sa ukdzalo sa, ze intrapulmonalna
aplikécia nanocastic s obsahom Nexinhibs, ktoré ich uvolnuju

po Stiepeni neutrofilnou elastazou, tlmi nabor a degranulaciu
neutrofilov v dolnych dychacich cestach [23].

Ked’ze sa nadmerna alebo abnormalna tvorba NETs podiela
na patogenéze mnohych patoldgii, inhibicia uvolnovania NETs
alebo zvySenie klirensu NETs otvara sl'ubné cesty uspesnej
terapie. Predklinické Stadie ukézali, ze vychytavace ROS ako
je nacetylcystein, inhibitory myeloperoxidazy a inhibitory
PAD4 mézu brzdit’ uvolfiovanie NETs a tlmit’ tak poskodenie
tkaniva v experimentalnych modeloch artritidy, ateroskler6zy
a autoimunitnych ochoreni [23]. Podpora degradacie NETs
pomocou DNazy znizila poskodenie tkaniva a zvysila prezitie
umysich modelov so zdvaznou bakterialnou pneumodniou, znizila
poskodenie plic spojeného s transplantaciou, obnovila perfaziu
v oblickdch a srdci u mysi s nddorom a pri modelu lupusu
lieCba znizila proteiniriu a poskodenie oblic¢iek. Okrem toho
v sucasnosti prebieha randomizovana multicentrickd, dvojito
zaslepena klinickd Studia porovnavajuca inhala¢ni dornazu o
(rekombinantna 'udskd DNazaT)ajejplacebona znizenie vyskytu
stredne tazkého az tazkého ARDS u pacientov s ventilovanou
traumou na jednotke intenzivnej starostlivosti [23, 24]. p2-
integriny su d’al$i potencialny terapeuticky ciel. V mnohych
modeloch ucinne redukuji neutrofilmi riadeny zapal. Regulacia
funkcie neutrofilov, selektivnym zacielenim glykanovych
epitopov pritomnych na integrine CDI11b/CD18 rastlinnymi
lektinmi znizuje adhéziu neutrofilov a ich transepitelidlnu
migraciu, priCom sa zvysuje fagocytoéza a apoptoéza neutrofilov
[21]. Chrupavka sa normalne povazuje za nepreniknutelnt pre
bunky. Neutrofily st schopné uvolnit mikrovezikuly, ktoré
'ahko vstupuji do tkaniva a zabranuji poSkodeniu spésobenému
chorobou prostrednictvom zlozitého mechanizmu, ktory zahfiia
protein anexin Al a jeho receptor. Mikrovezikuly naplnené
anexinom A 1 mozno vyuzit ako terapeuticku stratégiu, zabranuji
strate proteoglykanov aby zachovali integritu chrupavky [23].
Predpoklada sa, ze mikrovezikuly bud’ priamo alebo naplnené
terapeutikami mozu byt vyuzité ako jedinecnd terapeuticka
stratégia na ochranu pri ochoreniach spojenych s degeneraciou
chrupavky [25].

Zaver

Neutrofily st prvymi imunitnymi bunkami, ktoré reaguju
na zapalov¢ alebo infekéné etioldgie a s klI'iCovymi ti¢astnikmi
spravneho fungovania vrodenych aj adaptivnych imunitnych
reakcii. Neutrofilné extracelularne pasce st extracelularne
Struktary vytlaCané aktivovanymi neutrofilmi podobné sieti,
schopné zachytit’ mnohé patogény, vratane grampozitivnych a
gram-negativnych baktérii, hib, prvokov a virusov. St zlozené
z DNA vlakien, histébnov a antimikrobialnych proteinov
pochadzajucimi z granil a jadra neutrofilov. Patogény su v
nich imobilizované a vystavené lokalnej, vysokej a letalnej
koncentracii efektorovych proteinov.

Tvorba NETs, mimoriadne G¢inna sucast’ antimikrobialnej
obrany, je vSak dvojseCnou zbranou, pretoze nadmerné
uvolnovanie NETs alebo porusenie mechanizmov ich eliminacie
vytvara zacarovany kruh, charakterizovany aktivaciou d’al$ich
neutrofilov a imunokompetentnych buniek prispievajucich
k zapalu a generacii NETs. Tento stav je klI'icovou zlozkou v
patogenéze tak roznorodych chordb, akymi st preeklampsia,
sepsa, autoimunitné ochorenia alebo v inych neinfekénych
patologickych procesoch, ako st poruchy zrazanlivosti krvi,
tromboza, diabetes, ateroskleréza a rakovina
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Spdsoby tvorby NETs sa neustéle intenzivne Studuji, mnohé

otazky vsak zostavaju stale otvorené. Dolezité je najmé lepSie
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