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SIECI ZEWNATRZKOMORKOWE - POWSZECHNY W SWIECIE ZWIERZAT
(I ROSLIN?) MECHANIZM UNIESZKODLIWIANIA PATOGENOW*

ZEWNATRZKOMORKOWE SIECI
WYRZUCANE PRZEZ LEUKOCYTY
SSAKOW

Zewnatrzkomorkowe sieci (ang. extracel-
lular traps, ET) stanowig stosunkowo nie-
dawno zidentyfikowany mechanizm odpowie-
dzi wrodzonej, ktoéry umozliwia unierucho-
mienie, zahamowanie wzrostu, a by¢ moze
takze zabicie niebezpiecznych mikroorgani-
zmow. ET zwiekszaja efektywnosé rozkladu
czynnikow wirulencji i/lub zabijania bakterii.
Odbywa sie to dzigki wysokiemu miejscowe-
mu stezeniu substancji przeciwbakteryjnych
zlokalizowanych na tych strukturach.

Chociaz ET moga by¢ wytwarzane przez
rozne typy leukocytow, np. makrofagi (np.
AULIK i wspolaut. 2012, HELLENBRAND i
wspotaut. 2013, BOE i wspétaut. 2015), mo-
nocyty (np. MuNOz-CARO i wspoétaut. 2014,
REICHEL i wspétaut. 2015), komorki tuczne
(np. VON KOCKRITZ-BLICKWEDE i wspoétaut.
2008, LIN i wspoétaut. 2011), eozynofile (np.
YOUSEFI i wspotlaut. 2008, DWORSKI i wspot-
aut. 2011, MuNOz-CARO i wspoétaut. 2015)
oraz bazofile (MORSHED i wspétaut. 2014),
to obecnie najwiecej wiemy na temat tych
struktur wytwarzanych przez zaktywowane
neutrofile. Sieci te, okreslane skrotem NET
(ang. neutrophil extracellular traps), po raz
pierwszy zostaly zaobserwowane w 2004 r.
przez naukowcéw z zespolu Arturo Zychlin-
sky’ego, pracujacych w Instytucie Maxa
Plancka w Berlinie (BRINKMANN i wspotaut.
2004). Stwierdzili oni, ze neutrofile cztowie-
ka pod wplywem stymulacji, np. interleuki-
na 8 (IL-8/CXCL8) czy lipopolisacharydem

bakterii Gram-ujemnych (LPS), wytwarzaja
charakterystyczne zewnagtrzkomorkowe sieci.
Ich szkielet stanowig wlokna chromatyny o
Srednicy 15-17 nm, skladajace si¢ z ulozo-
nych réwnolegle cienszych wtdkien, ktérych
Srednica nie przekracza 2 nm (OBERMAYER i
wspoétaut. 2014). Dodatkowo, nici DNA za-
wieraja kuliste domeny biatkowe o Srednicy
ok. 10 nm, ktore tworza wieksze agregaty
osiagajace 50 nm S$rednicy, zawierajace hi-
stony i biatka ziarnistosci, takie jak: elasta-
za neutrofilowa (NE), defensyny czy mielo-
peroksydaza (MPO) (BRINKMANN i wspotaut.
2004, OBERMAYER i wspétaut. 2014). Po-
szczegolne nici laczac sie, prowadza do po-
wstania zlozonych struktur tréjwymiarowych
o Srednicy dochodzacej do 100 nm, trud-
nych do odréznienia od sieci fibrynowych
(KRAUTGARTNER 1 wspotaut. 2010). Jednak
analiza przekrojow NET 2z wykorzystaniem
transmisyjnego mikroskopu elektronowego
potwierdzita, ze wiokna DNA nie sg otoczone
przez blony (BRINKMANN i wspoétaut. 2004).
NET przyjmuja rozne formy morfologiczne,
moga mie¢ postac skoncentrowana (zbita)
(ang. aggregated, aggET) lub sa one bardziej
rozltozyste (ang. spread, sprET; ang. diffu-
sed, diffET). Roznice w wygladzie tych struk-
tur wynikaja prawdopodobnie z zaangazowa-
nia w proces ich tworzenia roznych szlakow
molekularnych, aktywowanych w zaleznosci
od rodzaju czynnika stymulujacego (SCHAUER
i wspotaut. 2014, SILVA i wspolaut. 2016).
Najnowsze badania wskazuja, ze DNA,
bedacy jednym z gléwnych skladnikéw NET,
posiada silne wlasciwosci przeciwbakteryjne.
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Z drugiej jednak strony, moze on stanowic
sygnat ostrzegawczy dla bakterii, np. Pseu-
domonas aeruginosa, prowadzacy do modyfi-
kacji ich powierzchni, co w efekcie zabezpie-
cza te patogeny przed dzialaniem NET (Ha-
LVERSON i wspoétaut. 2015).

Nalezy zaznaczy¢, ze poza jadrowym
DNA, szkielet NET moze takze stanowic
DNA pochodzacy z mitochondriow (mtDNA).
W tym przypadku, ze wzgledu na odmienne
zrodlo kwasu nukleinowego, powstalte sieci
roznia sie nieco struktura od klasycznych
NET (YOUSEFI i wspélaut. 2009) i nie zawie-
raja niektorych komponentow jadrowych, ta-
kich jak: laminy typu B, histony czy polime-
raza poli(ADP-rybozy) oraz markeréow blono-
wych, np. CD15 i 16,B-aktyny, cytochromu
c oraz kaspazy 3. Roéznice te wskazuja na
odmienny rodzaj oddzialywan gospodarz-NET
w przypadku, gdy zrodlem DNA sa mito-
chondria. Cecha wspolna NET zawierajacych
DNA jadrowy lub mitochondrialny jest obec-
nos¢ NE i MPO. Trzeba jednak mie¢ swia-
domosé, ze neutrofile maja bardzo mato mi-
tochondriow i dlatego tez ilos¢ NET, ktorych
szkielet stanowi mtDNA, jest 100 000 razy
mniejsza niz tych, ktéorych elementem szkie-
letu jest DNA pochodzacy z jadra komoérko-
wego (BRINKMANN i ZYCHLINSKY 2012).

Niezwykle waznym skladnikiem NET sa
biatka histonowe (H1, H2A, H2B, H3 i H4),
stanowiace ok. 70% wszystkich elementéw
budujacych sieci (URBAN i wspotaut. 2009).
Co ciekawe, bialka te cechuja sie¢ mniejsza
o 2-5 kDa masa molowa, w stosunku do
histoné6w obecnych w jadrze komoérkowym.
Okazuje sie, ze biatka histonowe w obrebie
NET wystepuja w enzymatycznie zmienionej
formie, a konkretnie dochodzi do ich cytru-
linacji (URBAN i wspoétaut. 2009). Wiadomo,
ze proces ten jest konieczny do dekondensa-
cji DNA i wytworzenia NET (WANG i wspol-
aut. 2004, L1 i wspélaut. 2010). Jednym 2z
najwazniejszych mechanizmoéw zapewniaja-
cych stabilnos¢ chromatyny jadrowej jest
obecnos¢ metylowanej formy Lys 9 w histo-
nie H3 (VERSCHURE i wspoétaut. 2005, LESH-
NER i wspotaut. 2012). Aktywacja enzymu
PAD4 (ang. peptidylarginine deiminase 4)
prowadzi do deiminacji (cytrulinacji) kilku
arginin w poblizu Lys 9, co skutkuje mo-
dyfikacja przestrzenng w miejscu wiazacym
biatko HP1p (ang. heterochromatin protein 1
beta), ktére oddysocjowuje od Lys 9, prowa-
dzac do niepelnej metylacji i dekondensacji
chromatyny. Wazna role w tych procesach
odgrywa elastaza neutrofilowa, ktoéra odpo-
wiada za enzymatyczne ciecie histonu H3,
w efekcie czego biatko to ma nizsza mase
czasteczkowqa. W histonie H3 dochodzi tez
do dodatkowych modyfikacji, ktére z kolei
zwieckszaja jego mase czasteczkowg. Cytru-

linacja moze tez prowadzi¢ do niezaleznych
od NE zmian w obrebie histonu H3, ktore
wystepuja wytacznie w polaczeniu z inny-
mi modyfikacjami, gdyz deiminacja zwieksza
mobilnosé tych biatek. Wydaje sie, ze post-
translacyjne modyfikacje histonéw moga re-
gulowac¢ wytwarzanie struktur NET poprzez
zmiane zdolnosci NE do obrobki enzyma-
tycznej histonoéw (PAPAYANNOPOULOS i wspol-
aut. 2010).

Jak wspomniano wcze$niej, w obrebie
wlokien DNA tworzacych sieci NET zlokali-
zowane sa domeny zawierajace bialtka ziarni-
stosci. Obecne sa tutaj skladniki: (i) ziarni-
stosci azurofilnych, np. NE, MPO, katepsyna
G, czynnik bakteriobdjczy zwickszajacy prze-
puszczalnosé (ang. bactericidal permeability-
-increasing protein, BPI), defensyny, (ii) ziar-
nistosci specyficznych (laktoferyna, lizozym,
katelicydyny, kolagenaza, alkaliczna fosfata-
za), (iii) ziarnistosSci trzeciorzedowych (zela-
tynaza B/MMP-9, ang. matrix metalloprote-
inase 9, biatka rozpoznajace peptydoglikan,
PGRP) oraz (iv) peroksysomoéow (katalaza)
(BRINKMANN i wspoétaut. 2004, CHO i wspol-
aut. 2005, WARTHA i wspotaut. 2007, URBAN
i wspotaut. 2009). W mniejszych ilosciach
w NET wystepuja biatka cytoplazmatyczne,
jak chociazby kalprotektyna (URBAN i wspol-
aut. 2009). Poszczegolne skladniki agregatow
biatkowych charakteryzuja sie aktywnoscig
przeciwbakteryjna, jednakze roéznia sie spo-
sobem dzialania. Wystepujaca w najwiek-
szym stezeniu NE (prawie 6% wszystkich
bialek NET) (URBAN i wspétaut. 2009), po-
dobnie jak inne proteazy serynowe (np. ka-
tepsyna G, proteinaza 3), odpowiada za roz-
kltad czynnikow wirulencji oraz degradacje
mikroorganizmow (BELAAOUAJ 2002, PAPAY-
ANNOPOULOS i wspétaut. 2010, O’DONOGHUE
i wspoétaut. 2013). Analogiczny efekt wywie-
ra MPO, ktéra dodatkowo umozliwia syn-
teze kwasu podchlorawego, wyrédzniajacego
sie silnymi wlasciwosciami bakteriobojczymi,
cho¢ otwartym pozostaje pytanie, czy jest
tez aktywny pozakomoérkowo. Kalprotektyna,
kalgranulina i laktoferyna maja natomiast
zdolnos¢ do wigzania ze Srodowiska jonéw,
np. zelaza, ktére sa niezbedne do rozwoju
bakterii (URBAN i wspoélaut. 2009, BIANCHI
i wspolaut. 2011). Z kolei dziatlanie kateli-
cydyny LL-37, BPI, defensyn oraz histonow
polega na zaburzeniu ciaglosci blon komor-
kowych mikroorganizméw (CHO i wspélaut.
2009, MENDEZ-SAMPERIO 2010). Przeciwbak-
teryjna aktywnosS¢ histonéw zwigzana jest
m.in. z ich zdolnoscia do wiazania LPS, a
co za tym idzie, do hamowania aktywno-
Sci tej endotoksyny. Odbywa sie to poprzez
blokowanie zaréwno czesci rdzeniowej, jak i
lipidu A lipopolisacharydu (AUGUSTO i wspol-
aut 2003). Histony moga tez wiaza¢ biatka
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wirusowe, takie jak np. glikoproteina gpl120
otoczki wirusa HIV (ang. human immuno-
deficiency virus) (MAMIKONYAN i wspotaut
2008). Z kolei u suma zidentyfikowano bial-
ko podobne do histonu tlacznikowego HI,
ktore rozpoznaje bakteryjny DNA, oligodeok-
synukleotydy i motywy poliguanozowe oraz
odznacza sie wlasciwosciami bakteriobdj-
czymi (CONNOR i wspoétaut 2009). By¢ moze
histony pelnia funkcje przypominajace dzia-
lanie receptoréw PRR (ang. pattern recogni-
tion receptors). Ciekawe zjawisko zwiazane
z przeciwbakteryjnym dzialaniem histonow
zaobserwowano rowniez u muszki owocowe;.
Stwierdzono mianowicie, ze histony maja
zdolnos¢ przylaczania sie¢ do kropli lipido-
wych obecnych w cytoplazmie komoérek, a
pod wplywem stymulacji/zakazenia dochodzi
do uwolnienia takich kropli. Okazuje sie, ze
osobniki Drosophila melanogaster pozbawio-
ne histonéow sa bardziej podatne na infekcje
bakteryjne niz takie, u ktérych krople lipi-
dowe sa polaczone z tymi biatkami (ANAND i
wspoélaut 2012).

Przedstawione tu, rozne strategie
dzialania poszczegolnych skladnikow czynig
NET ©bardzo efektywnym mechanizmem,
ktory zapewnia skuteczna odpowiedz
przeciwko wiekszosci niebezpiecznych
mikroorganizmow. Poczatkowo wykazano, ze
struktury te umozliwiaja eliminacje bakterii
Escherichia coli, Shigella flexneri, Salmonel-
la typhimurium oraz Staphylococus aureus
(BRINKMANN i wspotaut. 2004, GRINBERG i
wspoétaut. 2008). Wyniki badan sugeruja, ze
NET degraduja czynniki wirulencji oraz za-
bijaja patogeny zanim zostana one pochlo-
niete i zfagocytowane przez inne neutrofile.
Dalsze analizy pozwolily stwierdzi¢, ze wy-
dzielane przez neutrofile sieci stanowig istot-
ny element odpowiedzi przeciwwirusowej i
przeciwpasozytniczej (DRESCHER i Bar 2013,
HERMOSILLA i wspélaut. 2014). Na przyktad
SAITOH i wspoétaut. (2012) udowodnili, ze
NET tworza sie pod wplywem ludzkiego wi-
rusa niedoboru odpornosci 1 (ang. human
immunodeficiency virus 1, HIV-1). W proce-
sie tym prawdopodobnie uczestnicza recep-
tory endosomalne TLR7 i TLR8 (ang. Toll-
-like receptors), ktore rozpoznaja wirusowy
RNA. Okazalo sie, ze w warunkach in vitro
wiriony HIV-1 przytaczaja sie do NET i sa
inaktywowane, a zastosowanie DNazy hamu-
je ten proces oraz powoduje rozklad powsta-
lych sieci.

Produkcja sieci jest niezmiernie wazna w
odniesieniu do kontroli wlasciwego i efek-
tywnego przebiegu reakcji odpornosciowe;.
Prawdopodobnie NET umozliwiaja neutrofi-
lom unieszkodliwienie patogenéw oraz za-
bicie unieruchomionych bakterii. Ponadto,
powstate sieci reguluja sam naplyw neutro-

fili zaréowno w sposéb bezposredni, poprzez
podwyzszenie ekspresji czasteczek adhezyj-
nych takich jak MAC-1 (ang. macrophage-1
antigen), jak i posrednio, przy udziale che-
mokiny CXCL2/MIP-2 [ang. (C-X-C motif) li-
gand 2/macrophage inflammatory protein 2.
Pod wplywem NET dochodzi takze do zwiek-
szenia syntezy czynnikow zapalnych przez
neutrofile, np. IL-6 (interleukina 6) czy re-
aktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS) (MERzA i wspétaut. 2015), a
takze do spotegowania odpowiedzi zapalnej
poprzez aktywacje inflamasomu (KAHLENBERG
i wspotaut. 2013). Struktury te wywieraja
niewatpliwie korzystny efekt w walce z roz-
nymi patogenami, co potwierdzaja liczne ba-
dania kliniczne. NET funkcjonuja jako czyn-
niki o silnej aktywnosci przeciwbakteryjnej,
a dodatkowo, umozliwiaja naplyw wickszej
liczby neutrofili do ogniska zapalenia. Trzeba
jednak pamietac, ze liczne badania wskazu-
ja takze na negatywne oddzialywania NET.
Stwierdzono, ze nadmierna produkcja tych
struktur oraz brak wystarczajacej ilosci czy
efektywnosci dzialania DNaz, ktore bylyby w
stanie roztozy¢ powstale sieci, moga prowa-
dzi¢ do rozwoju lub zaostrzenia przebiegu
wielu choréb zapalnych i autoimmunologicz-
nych. Wynika to z faktu, ze mimo przepro-
wadzanego przez DNazy rozkladu szkieletu
sieci, nie dochodzi do zahamowania dziala-
nia przylaczonych do NET, bialek (np. NE)
(SAFFARZADEH i PREISSNER 2013, KOrLACZ-
KOWSKA 1 wspotaut. 2015, NEL i wspoélaut.
2016). Wiecej na temat negatywnego oblicza
NET mozna przeczytac w pracy SANTOCKIEGO
i wspolaut., zamieszczonej w tym zeszycie
KOSMOSU.

CZYNNIKI REGULUJACE
POWSTAWANIE ET

Powstajace podczas wybuchu tlenowego
ROS sa waznym czynnikiem regulujacym
produkcje NET. Okazalo sie¢ bowiem, ze za-
hamowanie aktywnosci oksydazy NADPH
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide pho-
sphate oxidase), a co za tym idzie, zaburze-
nie rownowagi pomiedzy procesami utlenia-
nia i redukcji, obniza zdolnos¢ neutrofili do
wydzielania tych struktur po stymulacji es-
trem forbolu (PMA) oraz zymosanem w wa-
runkach in vitro (FUCHS i wspoétaut. 2007,
PIJANOWSKI i wspoétaut. 2013). Z drugiej jed-
nak strony odnotowano, ze produkcja ROS
przez mitochondria, przy braku funkcjonal-
nej oksydazy NADPH, jest wystarczajaca do
tego, aby doszlo do pojawienia sie NET (Do-
UDA i wspoétaut. 2015). Uwaza sie, iz ROS
przyczyniaja sie w sposob bezposredni do
obserwowanych w trakcie wytwarzania NET
zmian morfologicznych w obrebie neutrofi-
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li, poprzez uszkodzenie blony komorkowe;j
w przypadku, gdy powstawanie NET laczy
sie ze Smiercia neutrofili (tzw. NEToza) (PaA-
PAYANNOPOULOS i wspoétaut. 2010). Powstale
ROS wplywaja réwniez w sposéb bezposred-
ni lub posredni (poprzez aktywacje NF-xkB,
ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhan-
cer of activated B cells) na kaspazy, prowa-
dzac do ich inaktywacji (FADEEL i wspotaut.
1998, HAMPTON i wspoétaut. 2002, SADIKOT i
wspotaut. 2004, WILKIE i wspétaut. 2007), a
jednoczesnie moga nasila¢ zdolnosé komorek
do autofagii (REMIJSEN i wspétaut. 2011a).
Dzieki temu komorki zawracaja z drogi
apoptotycznej Smierci komoérkowej. Niektore
badania wskazuja, ze w procesie wytwarza-
nia zewnatrzkomoérkowych sieci ROS inicju-
ja zdarzenia prowadzace do dekondensa-
cji chromatyny. Mianowicie, wedlug jednej
z grup badawczych, czynniki te przekazuja
wewnatrzkomorkowy sygnal, ktory prowa-
dzi do uwolnienia NE z ziarnistosci azuro-
filnych do cytoplazmy (PAPAYANNOPOULOS i
wspoétaut. 2010). NE ulega translokacji do
jadra komorkowego, gdzie degraduje histo-
ny, na skutek czego dochodzi do dekonden-
sacji DNA. W dalszym etapie MPO opuszcza
ziarnistosci i wnika do jadra komérkowego,
gdzie wigze sie z chromatyna, dzialajac sy-
nergistycznie z NE i stabilizujac DNA, aby
nie doszlo do ponownej jego kondensa-
cji (PAPAYANNOPOULOS i wspoétaut. 2010). O
znaczeniu MPO w produkcji NET swiadczyc¢
moze fakt, ze w warunkach in vitro neutro-
file pozbawione tego biatka nie sa zdolne do
tworzenia sieci po stymulacji PMA i C. albi-
cans (METZLER i wspétaut. 2011).

Pomimo przedstawionych powyzej przy-
kladow sadzi sie obecnie, ze ROS nie za-
wsze sa niezbedne do tego, aby doszlo do
pojawienia sie NET. Potwierdzeniem tego
faktu jest bardzo szybkie uwalnianie sieci
przez neutrofile pod wplywem bakterii Sta-
phylococcus aureus, przebiegajace bez udzia-
tu utleniaczy. Poza tym, zdolnos¢ do wytwa-
rzania tych struktur w sposob niezalezny
od ROS wykazuja neutrofile stymulowane
jonomycyna (PARKER i wspétaut. 2012, NE-
ELI i wspotaut. 2008). Warto tu wspomniec,
ze wiekszos¢ badan wskazujacych ROS jako
niezbedny czynnik inicjujacy tworzenie NET,
zostata przeprowadzona in vitro, przy uzyciu
wyizolowanych neutrofili i niefizjologicznych
stymulantéw, np. PMA. Natomiast badania
in vivo wskazuja, ze NET powstaja niezalez-
nie od obecnosci ROS/aktywnosci oksyda-
zy NADPH. Przykladowo, podczas wywolane;j
gronkowcem zlocistym sepsy nie stwierdzono
roznic w tworzeniu NET pomiedzy mysza-
mi dzikimi (WT) a tymi, ktore nie posiadaly
funkcjonalnej oksydazy NADPH (KOLACZKOW-
SKA i1 wspoétaut. 2015).

Przypuszcza sie, ze wazna funkcje w for-
mowaniu ET na drodze niezaleznej od ROS
odgrywa czynnik NF-kB (ARAI i wspoétaut.
2014). Sadzi sie zatem, ze to rodzaj patoge-
nu determinuje, czy ROS sa konieczne do
wytwarzania NET (PARKER i wspoétaut. 2012).

W przypadku niektérych stymulantéw,
istotne znaczenie dla procesu formowania i
wyrzutu NET ma szlak sygnalowy Raf-MEK-
-ERK, ktory umozliwia produkcje NET po-
przez aktywacje oksydazy NADPH i regulacje
ekspresji bialek anty-apoptotycznych Mcl-1
(ang. myeloid cell leukemia 1). Moze to pro-
wadzi¢ do zahamowania apoptozy oraz skie-
rowania komorki na produkcje zewnatrzko-
morkowych sieci (HAKKIM i wspoélaut. 2011).
Stymulacja  komoérek  unieruchomionymi
kompleksami immunologicznymi (ang. immo-
bilized immune complexes, iICs) potwierdzila
udzial w tym procesie receptorow powierzch-
niowych neutrofili FcyllIB (ang. Fc gamma
receptor type IIb). W tym wypadku zwigza-
nie receptora z przeciwcialami powodowato
wytwarzanie sieci (ALEMAN i wspélaut. 2016).
W mechanizmie tym duze znaczenie moga
mie¢ elementy cytoszkieletu, ktére prawdo-
podobnie umozliwiajg przeniesienie sygnalu
z powierzchni komoérki do jadra. Swiadczy o
tym fakt, ze zahamowanie szlaku powierzch-
niowego receptora integrynowego Macl-cy-
tohesinl uniemozliwia aktywacje PAD4 oraz
wytworzenie NET (NEELI i wspotaut. 2009).
Innymi czynnikami zaangazowanymi w po-
wstawanie NET sa Mac-1 oraz kinazy: Syk
(ang. spleen tyrosine kinase), PI3K/Akt (ang.
phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase
B) i p38 MAPK (ang. mitogen-activated pro-
tein kinase) (BEHNEN i wspoétaut. 2014).

Najnowsze badania wskazuja, ze takze
kinazy biatkowe C (ang. protein kinases C,
PKC) moga by¢ zaangazowane w regulacje
pojawiania sie¢ sieci. W tym miejscu warto
wspomnieé¢, ze rodzina PKC zawiera przynaj-
mniej dwie izoformy tego enzymu (PKCa i
PKCQ), ktore maja istotne znaczenie w regu-
lacji cytrulinacji (deiminacji) histonéw. Pro-
ces ten pelni bardzo wazna funkcje podczas
tworzenia NET, co zwiazane jest z redukcja
dodatniego ladunku tych bialek. Powoduje
to oslabienie wigzania histonow do DNA i w
efekcie rozluznienie/dekondensacje zwartej
struktury chromatyny jadrowej, ktéora dzie-
ki temu moze tworzy¢ NET (L1 i wspoétaut.
2010, WANG i wspétaut. 2009). PKCa hamu-
je deiminacje histonéw, podczas gdy PKC(
wywiera przeciwstawne dzialanie prowadzac
do aktywacji czynnika PAD4 (NEELI i RADIC
2013). Dodatkowo wazne zadanie podczas
produkcji NET pelni izoforma PKCpB. Zasto-
sowanie specyficznego inhibitora tego czyn-
nika skutkuje obnizeniem aktywnosci zwia-
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zanej z wybuchem tlenowym i produkcja
NET (GrAY i wspétaut. 2013).

W kontekscie wydzielania struktur NET
nalezy pamieta¢ o zjawisku autofagii. Bada-
nia, w ktérych wykorzystano inhibitor tego
procesu, wortmanine, sugeruja, ze, przynaj-
mniej w przypadku wyizolowanych neutrofili
cztowieka, produkcja NET moze byc¢ zalezna
od autofagii. Zastosowany inhibitor nie mial
wprawdzie wplywu na aktywnos¢ oksydazy
NADPH i produkcje ROS w neutrofilach sty-
mulowanych PMA, ale zahamowal intensyw-
na wakuolizacje badanych komoérek i dekon-
densacje chromatyny (REMIJSEN i wspotaut.
2011b, BRANZK i PAPAYANNOPOULOS 2013). In-
terpretujac te wyniki pamieta¢ jednak trze-
ba, ze wortmanina jest takze inhibitorem ki-
nazy 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphati-
dylinositol-3-kinase, PI3K) zaangazowanej w
inne procesy komorkowe, np. wzrost komor-
ki, jej proliferacje, roznicowanie czy prze-

mieszczanie sie (HAZEKI i wspoétaut. 1996,
DE Cicco i wspoétaut. 2015).
Dodatkowe dowody na zaangazowanie

autofagii w tworzenie NET przyniosly pra-
ce ITAKURA i MCCARTY (2013) oraz REMIJSEN i
wspotaut. (2011b). Pokazali oni, ze indukcja
autofagii u pacjentow pozbawionych oksy-
dazy NADPH nie jest wystarczajaca do tego,
zeby doszlo do dekondensacji chromatyny
i produkcji NET, dlatego tez wydaje sie, ze
oba te procesy sg istotne dla wytwarzania
sieci. Wykazano tez, ze zahamowanie auto-
fagii zakloca dekondensacje chromatyny, ale
nie caly proces Smierci neutrofili, gdyz w ta-
kich warunkach komorki wchodza na dro-
ge apoptozy. Jednym z najwazniejszych re-
gulatorow autofagii w wielu komérkach, w
tym w neutrofilach, jest kinaza mTOR (ang.
mammalian target of rapamycin) (REMIJSEN i
wspotaut. 2011a, ITAKURA i MCCARTY 2013).
Zahamowanie jej aktywnosSci przy uzyciu ra-
pamycyny zwicksza intensywnos¢ autofagii
oraz przyspiesza produkcje NET po stymu-
lacji formylowanymi peptydami bakteryjnymi
(ang. formyl-Met-Leu-Phe, fMLP). Wynika to z
szybszego wytwarzania autofagosoméw (ITAKU-
RA i Mccarty 2013). Natomiast MCINTURFF i
wspotaut. (2012) wykazali, ze mTOR regulu-
je tworzenie sieci poprzez posttranskrypcyjna
kontrole ekspresji czynnika HIF-1la (ang. hy-
poxia-inducible factor la), bedacego waznym
modulatorem odpowiedzi przeciwbakteryjne;j.
Brak tego czynnika, jak réwniez zahamowa-
nie kinazy mTOR obniza zdolnos¢ ludzkich
neutrofili do wydzielania NET i zewnatrzko-
morkowego zabijania bakterii.

ET U INNYCH KREGOWCOW

Sieci zewnatrzkomoérkowe moga by¢ pro-
dukowane nie tylko przez komoérki ssakéw,

ale takze przez leukocyty innych kregow-
cow. Badania przeprowadzone na komor-
kach kurczat potwierdzity zdolnos¢ heterofili,
bedacych odpowiednikami neutrofili ssakow,
do wytwarzania tzw. struktur HET (ang. he-
terophil extracellular traps) po stymulacji
PMA i H,O,. Sugeruje to, iz w mechanizm
zwiazany z powstawaniem HET zaangazo-
wane sa produkty metabolizmu tlenowego,
podobnie jak to moze mie¢ miejsce w przy-
padku NET ssakéw (CHUAMMITRI i wspoélaut.
2009). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w odnie-
sieniu do heterofili, PMA w mniejszym stop-
niu pobudza wybuch tlenowy niz u ssakéw
(HE i wspotaut. 2003). Co ciekawe, komor-
ki te wydzielaja sieci pomimo braku MPO.
By¢ moze funkcje tego enzymu pelnia inne
biatka wystepujace licznie w ziarnistosciach
heterofili. Na skutek braku MPO w hetero-
filach nie dochodzi do reakcji z udziatem
nadtlenku wodoru i utleniania halogenkéw
(GIAMBELLUCA i GENDE 2008), co moze pro-
wadzi¢ do nagromadzenia si¢ H,0, i za-
inicjowania tworzenia HET. O istotnej roli
nadtlenku wodoru w tym procesie Swiadczy
wyrazny wzrost produkcji sieci w odpowiedzi
na H,O,, intensywniejszy nawet niz po sty-
mulacji PMA (CHUAMMITRI i wspoétaut. 2009).
HET przypominaja swoja budowa sieci ET
wytwarzane przez leukocyty ssakéw. Podob-
nie jak NET zawieraja one kompleksy DNA-
-histony oraz elastaze (CHUAMMITRI i wspol-
aut. 2009).

Struktury ET stwierdzono tez w obrebie
tchawicy kurczat zakazonych wirusem zakaz-
nego zapalenia krtani i tchawicy (ang. infec-
tious laryngotracheitis virus, ILTV) (REDDY i
wspotaut. 2017). Przypadlos¢ ta cechuje sie
wystepowaniem w tchawicy charakterystycz-
nych struktur (ang. trachea-mucoid plugs/
casts), ktore, jak sie powszechnie uwaza, sa
efektem nadmiernego wydzielania sluzu (BaA-
GUST i wspoétaut. 2000, GARCIA i wspoétaut.
2013). Okazuje sie jednak, ze glowne mu-
cyny ukladu oddechowego, jakimi sa MU-
C5AC i MUCSB, wystepuja bardzo nielicznie
w blonie Sluzowej krtani, tchawicy, oskrze-
li oraz w obrebie tych struktur u zainfeko-
wanych ptakow. Zaobserwowano natomiast,
ze struktury te zawieraja wlokniste sieci o
wlasciwosciach lepko-sprezystych utworzone
z DNA, przypominajace HET (REDDY i wspot-
aut. 2017). Byly one obecne w przypadku
10% komoérek na obszarze wspomnianych
struktur tchawicy.

Podczas ostrego zakazenia wirusem ILTV
sieci HET wydzielane sa przez rozne typy
komorek, zaréwno przez heterofile, jak i
inne komorki, np. nablonek blony sluzo-
wej drég oddechowych (REDDY i wspotaut.
2017, BAGUST i wspétaut. 2000). HET po-
zwalaja na kontrole replikacji wirusa ILTV i
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jego eliminacje w blonie sluzowej drog od-
dechowych. Poza tym, umozliwiaja usuwanie
szczatkow komorkowych, biatek, lipidow, ka-
tionéow oraz innych skladnikéw niebedacych
mucynami, ktérych obecnos¢ moze by¢ na-
stepstwem krwotokéw i martwicy sluzowki
towarzyszacych ostremu zakazeniu wirusem
ILTV. HET wywieraja takze dziatanie niepo-
zadane. W tchawicy zainfekowanych zwie-
rzat sieci HET wraz z przyczepionymi do
nich czasteczkami tworza charakterystyczne
struktury o zelowej konsystencji, ktére za-
burzaja normalne oddychanie kurczat i pro-
wadzg do spowodowanej niedoborem tlenu
zamartwicy, czyli asfiksji (REDDY i wspoétaut.
2017, GARCIA i wspoétaut. 2013). By¢ moze
pomocne w zlagodzeniu objawow wystepuja-
cych podczas zakazenia wirusem ILTV bylo-
by podanie chorym zwierzetom aerozolowa-
nej DNazy I. Takie podejscie zastosowano w
przypadku pacjentow cierpiacych na muko-
wiscydoze, ktorych plwociny i Sluz zawieraly
podobne, wiékniste struktury zbudowane z
DNA. Zastosowanie w leczeniu tych pacjen-
tow DNazy [ przyniosto pozytywny skutek
(ROGERS 2007). Enzym ten byl tez pomoc-
ny w leczeniu chorych po ukaszeniu weza
efy piaskowej (Echis carinatus). Interesujace
jest to, ze jad tego weza indukuje powsta-
wanie NET. Powstale sieci blokuja naczynia
krwionosne zabezpieczajac przed dostaniem
sie jadu do krazenia. W efekcie dochodzi
do nagromadzenia toksyn jadu w miejscu
wstrzykniecia, a nastepnie do uszkodzenia
tkanek. NET sa stabilne dzieki temu, ze jad
nie zawiera DNaz, natomiast te, ktore sa
obecne w surowicy nie sg w stanie zdegra-
dowac tak duzej ilosci zgromadzonych sieci.
Wykazano, ze zastosowanie DNazy [ popra-
wito stan zniszczonych pod wplywem jadu
tkanek (KATKAR i wspoétaut. 2016).

W dostepnej literaturze nie ma prac po-
twierdzajacych wytwarzanie ET przez leu-
kocyty gadow i plazéw. Biorac pod uwage
rozpowszechnienie tego typu sposobu walki
z patogenami w Swiecie zwierzat, wydaje sie
mato prawdopodobne, aby akurat leukocy-
ty tych zwierzat nie mialy takiej zdolnosSci.
W przypadku kregowcéw zmiennocieplnych
wystepowanie ET potwierdzono u ryb: danio
pregowanego (Danio rerio) (PALIC i wspoélaut.
2007a), strzebli gruboglowej (Pimephales pro-
melas) (PALIC i wspétaut. 2007b), karpia (Cy-
prinus carpio L.) (BROGDEN i wspotaut. 2014;
PlIUANOWSKI i wspotaut. 2013, 2015a, b) oraz
turbota (Scophthalmus maximus) (CHI i SUN
2016). U danio i strzebli gruboglowej NET
powstaja po pobudzeniu neutrofili jonoforem
wapnia, PMA, a w przypadku strzebli row-
niez pod wplywem LPS (PALIC i wspélaut.
2007a, b). Tak jak u innych zwierzat, maja
one postac sieci otaczajacych pojedyncze ko-

morki lub laczacych kilka komorek. Struk-
tury te utworzone sa przez wiokna DNA,
z ktorymi polaczone sa biatkowe skladniki
pochodzace wylgcznie z ziarnisto$ci neutro-
fili, takie jak MPO czy NE. W odréznieniu
od ssakéw, brak wsrod tych bialek elemen-
tow cytoszkieletu. Wykazano, ze juz po 10
min stymulacji jonoforem wapnia dochodzi
do produkcji NET, a u danio dodatkowo do
degranulacji prowadzacej do zwigekszonego
uwalniania MPO 2z ziarnistosci. Wydaje sie
jednak, ze obydwa procesy (produkcja NET
i degranulacja ziarnistosci) sa niezalezne od
siebie. Ponadto potwierdzono, ze niezbedne
do wytwarzania NET sa jony Ca?', natomiast
stres jest czynnikiem, ktéry hamuje zdol-
nos$¢ neutrofili tych ryb do produkcji sieci
(PALIC i wspoétaut. 2007a, b).

Podobne struktury sa wytwarzane przez
neutrofile karpia. Tak jak w przypadku in-
nych ryb, NET karpia zawieraja DNA, hi-
stony H3 i bialka pochodzace z ziarnistosci,
takie jak NE. Co wiecej, pobudzone neutro-
file zwiekszaja produkcje i uwalnianie MPO
i MMP-9, co sugeruje, iz réwniez te bial-
ka sa skladnikami NET karpia (PIJANOW-
SKI i wspotaut. 2013, 2015b). Struktury te
sa wydzielane przez neutrofile w odpowiedzi
na wzorce molekularne zwiazane z patoge-
nami (ang. pathogen associated molecular
patterns, PAMP), typowe dla bakterii (LPS),
wirusow (poli I:C, kwas poliinozyno-policyty-
dylowy), grzybow (zymosan, B-glukan), oraz
pod wplywem PMA (PIJANOWSKI i wspoélaut.
2013, BROGDEN i wspoélaut. 2014). Sieci
nie sg natomiast uwalniane przez neutrofi-
le pobudzone wysoko oczyszczonym (metodg
chromatografii jonowymiennej) LPS i/lub re-
kombinowanym interferonem gamma karpia
(rcIFN-y2). Co ciekawe, nie tylko neutrofile,
ale i makrofagi karpia produkuja podobne
struktury po stymulacji LPS. Oprécz DNA,
w ich sklad wchodza miedzy innymi histony
(PIJANOWSKI i wspoétaut. 2015a).

Warto zaznaczyC, ze poszczegolne sty-
mulanty z rézna intensywnoscia indukuja
tworzenie NET przez neutrofile karpia. Ko-
morki te wydzielaja najwiecej zewnatrzko-
morkowego DNA po stymulacji zymosanem,
natomiast najmniej, pod wplywem PMA. W
powstawanie tych struktur moga byc¢ zaan-
gazowane rozne mechanizmy, ktore sa ak-
tywowane w zaleznosci od zastosowanego
czynnika stymulujacego. Wazna role odgry-
wa tu oksydaza NADPH. Stwierdzono m.in.,
ze u karpia NET powstaja w sposob zalezny
od ROS (pod wplywem PMA i poli [:C), cze-
Sciowo zalezny (po stymulacji zymosanem)
oraz niezalezny od ROS (w odpowiedzi na
LPS) (PIUANOWSKI i wspoétaut. 2013). Z kolei
dziatanie na neutrofile B-glukanu, bedacego
glownym PAMP drozdzy, zwiazane jest z
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efektywniejszym wychwytywaniem, ale nie
zabijaniem bakterii Aeromonas hydrophila
(BROGDEN i wspotaut. 2014).

Nie tylko struktury PAMP oraz inne czyn-
niki dzialajace stymulujaco na ukltad od-
pornosciowy prowadza do wytwarzania NET
przez neutrofile ryb. U turbota komorki te
w obecnosci bakterii E. coli i P. fluorescens
rowniez wydzielaja sieci zbudowane z DNA
i histonow, ktore unieruchamiaja i zabijaja
bakterie E. coli lub utrudniaja namnazanie
sie bakterii P. fluorescens. Badania in vivo
pokazaly, ze unieruchomione bakterie maja
wyrazne trudnosci w rozprzestrzenianiu sie
w obrebie tkanek i ich kolonizacji (CHI i SUN
2016). Wyniki te po raz kolejny sa dowodem
na to, ze sieci produkowane przez leukocy-
ty ryb nie tylko cechuja sie podobienstwem
strukturalnym, ale maja zbliZzone znaczenie
funkcjonalne co NET ssakow. W obu przy-
padkach struktury te charakteryzuja sie ak-
tywnoscia przeciwbakteryjna, zaré6wno w wa-
runkach in vitro, jak i in vivo.

SIECI. ZEWNATRZKOMORKOWE
W SWIECIE ORGANIZMOW
BEZKREGOWYCH

W  odpornosci bezkregowcow kluczowa
role pelnia komorki immunokompetentne i
czynniki humoralne. Zwierzeta te w walce
z patogenami stosuja mechanizmy obron-
ne bardzo podobne do tych, obserwowanych
w odpowiedzi wrodzonej kregowcow. U bez-
kregowcow posiadajacych uktad krwionosny
otwarty, takich jak stawonogi (owady, sko-
rupiaki) i mieczaki, komérkami odpowie-
dzialnymi za fagocytoze i cytotoksycznosc sg
hemocyty, ktore dzieli sie na podtypy, np.
hemocyty hialinowe i granulocyty. Komoérki
te, wraz z licznymi skladnikami humoralny-
mi (np. cekropiny, defensyny, proteazy), za-
wieszone sa w hemolimfie (SODERHAL 2010).
Z kolei u bezkregowcow posiadajacych wtor-
na jame ciala, celome (np. pierscienice),
wystepujacy w niej plyn celomatyczny jest
bogaty w liczne biatka odpornosciowe (lizo-
zym, fetydyny, lizyny, proteazy) oraz cha-
rakterystyczne komorki, celomocyty, wsrod
ktorych wyrdznia sie amebocyty i eleocyty
(BILEJ i wspotaut. 2010). Bez wzgledu na
przyjete nazewnictwo komorek, ich dziata-
nia i uruchamiane mechanizmy sa do siebie
podobne. U bezkregowcoéw zabijanie patoge-
now, podobnie jak u kregowcow, moze sie
odbywa¢ na drodze fagocytozy lub zalezne
jest od enzymow (np. lizozym), ROS i biatek
przeciwbakteryjnych (np. defensyn) (SODER-
HAL 2010). Coraz wiecej osrodkéw badaw-
czych potwierdza takze mozliwos¢ wytwarza-
nia przez fagocyty bezkregowcow sieci ET.

Pierwszymi doniesieniami na temat ze-
wnatrzkomorkowych sieci u bezkregowcow
byly prace na owadach. Pokazano w nich, ze
larwy motylicy (Galleria mellonella) po zainfe-
kowaniu Gram-ujemna enterobakteria, Pho-
torhabdus luminescens, przezywaja dluzej,
gdy dochodzi do wyrzucenia zewnatrzkomor-
kowego DNA lub RNA w hemocelu gospoda-
rza. Ponadto stwierdzono, ze odpowiedz na
ten patogen wiaze sie ze wzrostem ekspres;ji
bialek przeciwbakteryjnych i aktywnosci he-
mocytéw (ALTINCICEK i wspoétaut. 2008). Do-
datkowo, CHAGAS i wspélaut. (2014) zauwa-
zyli, ze u muszki piaskowej (Lutzomyia lon-
gipalpis) sieci zewnatrzkomorkowe, powstale
po zakazeniu pasozytami z rodzaju Leisch-
mania, sa rozkladane przez produkowane w
Sliniankach endogenne nukleazy, co sprzyja
rozprzestrzenianiu sie infekcji. Pomimo wy-
kazania obecnosci zewnatrzkomoérkowego
DNA, wyniki tych prac nie zademonstrowa-
ly szeregu cech, ktérymi powinny charakte-
ryzowaé sie ET. W pozniejszych badaniach
struktury ET analizowane byly juz pod ka-
tem skladu i mechanizméw zwiazanych 2z
produkcja sieci. Pierwszym przedstawicielem
skorupiakow, u ktérego wykryto tworzenie
zewnatrzkomorkowych sieci byta krewetka
biata (Litopenaeus vannamei) (NG i wspol-
aut. 2013). Po potraktowaniu jej hemocytow
klasycznymi immunostymulantami, takimi
jak PMA czy LPS, oraz bakteriami E. coli,
komorki te wyrzucaly sieci ET, a powstale
struktury mialy budowe zblizona do sieci
wyrzucanych przez neutrofile ssakéw. Skta-
daly sie one z gladkich wilokien zbudowa-
nych z jadrowego DNA oraz ziarnistosci za-
wierajacych m.in. histon H1. W ET krewetki
nie bylo natomiast zadnych biatek przeciw-
bakteryjnych, jak MPO czy elastazy, co naj-
prawdopodobniej zwiazane jest z trudnoscia-
mi metodycznymi w oznaczaniu tego typu
biatek u bezkregowcow. Nie wyklucza to z
kolei obecnosci innych bialek pochodzacych
z ziarnistosci i cytoplazmy hemocytow. Wy-
kazano, ze ET wytwarzane przez hemocyty
krewetek zawieraja lizozym typu C (KOIWAI
i wspotaut. 2016). Co wiecej, dowiedziono,
ze indukcja sieci jest silniejsza po stymu-
lacji zywymi bakteriami E. coli, a powstalte
ET majg wtasciwosci przeciwbakteryjne. Wy-
chwytuja, unieruchamiajg i zabijaja bakterie,
co potwierdzono obserwujac w elektronowym
mikroskopie skaningowym zniszczona struk-
ture bakterii ztapanych w sie¢ (NG i wspol-
aut. 2013, 2015). Tym samym pokazano,
ze ten mechanizm obrony przed patogena-
mi moze by¢ potencjalnie skuteczniejszy niz
fagocytoza (NG i wspoétaut. 2013). Okazalo
sie, ze podanie DNazy I, w celu degradacji
DNA wchodzacego w skilad ET, oraz cyto-
chalazyny D (CYT D), hamujacej fagocytoze,
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zwiekszyto przezywalnosc¢ bakterii. Co cieka-
we, dzialanie bakteriobbjcze zalezne od wy-
rzutu sieci ET bylo znacznie silniejsze przy
wiekszym stezeniu bakterii (10° CFU), pod-
czas gdy nizsze stezenia (10?21 10® CFU) nie
wplywaly istotnie na efektywnosc¢ bédjcza sie-
ci (NG i wspoétaut. 2015). Dodatkowo zespél
Ng potwierdzil, ze po stymulacji PMA wyrzut
ET przez hemocyty zwiazany jest z aktywa-
cja szlaku sygnalowego kinazy biatkowej C.

Réwniez ROBB i wspétaut. (2014) udo-
wodnili, ze hemocyty hialinowe kraba, ra-
czynca jadalnego (Carcinus maenas), sty-
mulowane PMA, LPS, nadtlenkiem wodoru
(H,0,) i bakteriami Gram-ujemnymi (Listo-
nella anguillarum), wytwarzaja ET. Z badan
wynika, ze wyrzucone sieci maja podobna
morfologie do neutrofilowych sieci NET, a
w ich skladzie obecna jest peroksynektyna
(ang. peroxinectin, PXN), biatko homologicz-
ne do MPO, oraz przeciwbakteryjne biatka
jadrowe i histony H2A (SCHMIDT i wspélaut.
2010). Zdolnos¢ do wyrzutu ET posiada-
ja tez komérki ziarniste (ang. semi-granular
cel, SGC) raczynca. Wyraznie widaé¢, ze ko-
morki te po stymulacji wydzielaja sieci, co
koreluje ze spadkiem ich zywotnosci. Wyrzut
ET z komorek tego skorupiaka uzalezniony
jest od aktywnosci oksydazy NADPH i pro-
dukcji ROS (RoBB i wspétaut. 2014). Co
wiecej, zespol Robba pokazal zdolnos¢ do
produkcji sieci przez komoérki innych grup
bezkregowcow, w tym malzy (omulek jadal-
ny, Mytilus edulis) i ukwiatow (ukwial kon-
ski, Actinia equina). Z wczesniejszych prac
wiadomo, ze komorki immunokompetentne
tych organizmow cechujg sie silnymi wtasci-
wosciami fagocytarnymi i zaangazowane sa
w wybuch tlenowy (HUTTON i SMITH 1996,
ARUMUGAM i wspoétaut. 2000). Podobnie, w
przypadku omutka i ukwiala po stymulacji
PMA, tworzenie ET zalezne jest od aktyw-
nosci oksydazy NADPH (ROBB i wspoétaut.
2014).

W badaniach na celomocytach dzdzownic
(Eisenia andrei) struktury podobne do ET
pojawialy sie po stymulacji komérek LPS,
zymosanem, PMA, a takze bakteriami M.
lysodeikus i Xenorhabdus bovienii (symbio-
tyczne bakterie pochodzace z nicieni) (HoOMA
i wspotaut. 2016). W sklad celomatycznych
sieci zewnatrzkomoérkowych wchodzi jadro-
we DNA, histony H3 (Ryc. 1) i biatka po-
chodzenia cytoplazmatycznego, np. biatka
szoku cieplnego HSP27 (ang. heat shock
protein 27). U dzdzownic, tak jak u skoru-
piakéw, nie dostrzezono obecnosci klasycz-
nych skladnikéw sieci, tj. MPO i elastazy.
Znaczenie tych czynnikéw w wytwarzaniu
sieci potwierdzono natomiast w eksperymen-
tach z uzyciem odpowiednich inhibitoréw.
Do zahamowania produkcji ET w celomo-

cytach dzdzownic dochodzi po zastosowaniu
inhibitoréw proteaz, w tym dla proteaz se-
rynowych i elastazy, ale nie pod wplywem
inhibitoréw autofagii i kaspaz, ktére biora
udzial w procesie apoptozy. Dodatkowo, DPI
(inhibitor oksydazy NADPH) hamuje pojawia-
nie sie sieci w przypadku komorek stymu-
lowanych PMA. Podobnego efektu nie zaob-
serwowano w odpowiedzi na bakterie (HOMA
i wspotaut. 2016). Wyniki te sugeruja, ze u
bezkregowcoéw, podobnie jak u kregowcow,
produkcja sieci nie zawsze jest zalezna od
ROS.

W skilad ET wytwarzanych przez celomo-
cyty dzdzownic wchodza histony. Ciekawe
jest to, ze czeS¢ z nich to histony cytruli-
nowane. Jak wspomniano wczesniej, dekon-
densacja chromatyny jadrowej jest zalezna
od odpowiedniej modyfikacji tych bialek, w
tym wlasnie cytrulinacji histonow. U kre-
gowcow za cytrulinacje histonéw odpowiada
enzym PAD4 (ROHRBACH i wspoélaut. 2012).
Czynnik ten nie zostal jednak do tej pory
wykryty u nizszych organizméw, a zatem
mechanizm cytrulinacji histonéw wchodza-
cych w sklad ET nie jest do konca jasny. W
prowadzonych przez nas badaniach na celo-
mocytach dzdzownic wykazaliSmy hamujacy
wplyw znanego inhibitora PAD4 (Cl-amidine)
na tworzenie sieci oraz na obecnos¢ cytruli-
nowanych histonow H3 w obrebie ET i ich
brak po zastosowaniu inhibitora (HOMA i
wspotaut. 2016). Wyniki te wyraznie wska-
zuja na wystepowanie u dzdzownic cytruli-
nacji histonéw H3 oraz na przypuszczalna
obecnos¢ enzymu o podobnej roli (specyfice,
aktywnosci), a podatnego na dziatanie kla-
sycznego inhibitora PAD4.

W najnowszych badaniach stwierdzono
zdolnos¢ do produkcji zewnatrzkomoérkowych
sieci przez hemocyty mieczakéw (nagich S§li-

DNA ET: DNA+H3

Ryc. 1. Reprezentatywne zdjecia sieci ET wyrzu-
canych przez celomocyty dzdzownic Eisenia andrei
po stymulacji bakteriami (Xenorhabdus bovienii).

Komorki znakowano: i) Sytox Orange (wybarwione na
czerwono DNA w obrebie ET i bakterie), ii) przeciwciata-
mi anty-H3 znakowanymi FITC (wybarwione na zielono
biatka histonowe H3).
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makow gatunkow Arion lusitanicus i Limax
maximus oraz Slimakow muszlowych, Acha-
tina fulica) (LANGE i wspoétaut. 2017). Eks-
pozycja hemocytéw w warunkach in vitro
oraz in vivo na pasozytnicze larwy nicieni
(rzad Metastrongylus) indukuje pojawienie
sie zewnatrzkomorkowych sieci, okreslanych
przez autorow jako zewnatrzkomorkowe sie-
ci fagocytow bezkregowcow (ang. invertebrate
extracellular phagocyte trap, InEPT). Sieci te
skladaja sie z DNA zwigzanego z biatkami
histonowymi (H1, H2A/H2B, H3, H4) i MPO.
Analogicznie do badan na ssakach, réwniez
w przypadku InEPT zauwazono, iz moga
sie one ré6zni¢ forma morfologiczna, tzn.
przyjmuja zaréwno posta¢ skoncentrowana
(aggET), jak i wystepuja w formie bardziej
rozlozystej (sprET, diffET). Analizy przy
uzyciu mikroskopu skaningowego pokazaly
zdolnos¢ do wytlapywania i unieruchamiania
nicieni przez zewnatrzkomoérkowe DNA
Slimakow, co zostalo okreslone jako efekt
,zakotwiczenia”. Nastepnie dochodzi do oto-
czenia pasozytow przez hemocyty. Nie wyka-
zano natomiast, aby sieci dzialaly toksycznie
na wychwycone nicienie. Autorzy sugeru-
ja, ze takie zakotwiczenie pozwala uniknac
przemieszczania sie¢ pasozytow w organizmie
Slimaka (LANGE i wspétaut. 2017).

W badaniach mechanizméw powstawania
zewnatrzkomoérkowych sieci zaskakujgcymi
doniesieniami sa wyniki uzyskane w przy-
padku prostszych organizmow. W obrebie
bezkregowcow najprostszym organizmem, u

AGREGACIA POJEDYNCZYCH AMER

o AMEEA
ZAKTYWNOSCI4
FAGOCYTARNA
Cykl iyclowy
Dictyostellum discoldeum

-
PACZIOWANIEZARCDNI o '.

.
A S

-
St —--

Ryc. 2. Schemat cyklu zyciowego socjalnej ameby Dictyostelium di-
scoideum (wg ZHANG i SOLDATI 2016, zmodyfikowana).

FORMA WIELOKOMORKWA

ktorego stwierdzono ET jest zyjaca w gle-
bie, nalezaca do gromady Amoebozoa i gru-
py Sluzowcow, socjalna ameba Dictyostelium
discoideum (ZHANG i SOLDATI 2016, ZHANG i
wspoétaut. 2016). Organizm ten, w ciagu zy-
cia przechodzi od formy jednokomoérkowej do
wielokomorkowego pelzaka, a nastepnie do
wegetatywnej nibysluzni zbudowanej z trzo-
nu, na szczycie ktorego powstaja zarodniki
(ZHANG 1 SoLDpATI 2016) (Ryc. 2). W warun-
kach fizjologicznych pojedyncze ameby zywia
sie fagocytowanymi bakteriami i dopiero bo-
dziec zewnetrzny, np. glodzenie, inicjuje pro-
ces przemian prowadzacy do agregacji poje-
dynczych ameb (okolo 100 tysiecy komorek),
a nastepnie do ich roéznicowania do formy
zarodnikowej (ang. fruiting body). Mozliwe
jest mechaniczne rozdzielenie takiej wielo-
komorkowej formy na pojedyncze komor-
ki, co ulatwia dokladng analize aktywnosci
poszczegolnych komorek. Jak sie okazuje,
wielokomorkowa forma sklada sie z kilku
typow komoérek tworzacych pseudoplazmo-
dium, z ktérych jedynymi, zdolnymi do prze-
prowadzenia fagocytozy, sa wyspecjalizowane
komorki S (ang. sentinel cells). Sg one pro-
dukowane przez caly czas wewnatrz organi-
zmu, w celu walki z patogenami, a w czasie
przemieszczania sie pelzaka sa stopniowo
,zhuszczane” (CHEN i wspotaut. 2007, ZHANG
i wspoétaut. 2016).

Biorac pod uwage funkcjonalne podo-
bienstwo komoérek S do neutrofili i makro-
fagéw, autorzy sa zgodni, ze komorki te od-
powiadaja za proste funkcje
odpowiedzi wrodzonej i po-
zwalaja na przeksztalcenie
sie ameby w wolng od pa-
togenow forme zarodnikowa
(ZuANG 1 wspotaut. 2016).
Komorki S wytwarzaja ze-
wnatrzkomorkowe sieci ET,
w sklad ktérych wchodzi
mitochondrialne DNA, a pro-
ces ten jest zalezny od ROS,

MIGRUJACY PELZAK co udowodniono stosujac
- katglaze, enzym przeprowa-
dzajacy rozklad nadtlenku

wodoru. Ponadto, komorki S
wykazuja ekspresje domeny
TirA, podobnej do TIR (ang.
Toll/IL-1R homology doma-
in), zwiazanej 2z rozpozna-
— niem patogenow, jak tez ho-
mologiczne do ludzkich en-
zymy NOX, odpowiedzialne
za generowanie ROS (ZHANG
wspotaut. 2016). Obydwa
te elementy okazaly sie by¢
istotne w formowaniu sieci.
Przemawia za tym fakt, ze
mutacja w obrebie genow

KOMORKA 5"
ZPRODUKD WANYMI ET
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kodujacych TirA i NOX prowadzi do obnize-
nia zdolnosci do usuwania bakterii z orga-
nizmu ameb w stosunku do typéw dzikich
(bez mutacji), co w efekcie prowadzi do po-
wstania form zarodnikowych zakazonych pa-
togenami (ZHANG i wspélaut. 2016).

Dotychczasowe badania na komorkach
bezkregowcow wskazuja na duze podobien-
stwa w wytwarzaniu i budowie sieci ET u
przedstawicieli ameb, owadoéw, skorupia-
kow, dzdzownic 1 mieczakéw, w stosun-
ku do struktur NET produkowanych przez
neutrofile kregowcow. Warto zaznaczyC, ze
wiele punktow zwigzanych z zagadnieniem
produkcji ET nie zostalo jeszcze zweryfiko-
wanych.

SIECI ZEWNATRZKOMORKOWE W
SWIECIE ROSLIN

Wydaje sie, ze réwniez rosliny sa zdolne
do tworzenia ET. W 2009 r. zespol Marthy
Hawes z Uniwersytetu w Arizonie opisal wy-
stepowanie takich struktur wytwarzanych
przez znajdujace sie w korzeniach roslin tzw.
korzeniowe komoérki graniczne (ang. root
border cells, RBC) (WEN i wspoélaut. 2009).
Stwierdzili oni, ze RBC wydzielaja macierz
zewnatrzkomorkowa skladajaca sie z wielo-
cukrow, bialek i DNA, zdolnga do unierucho-
mienia patogenéw. Struktury te, przez ana-
logie do neutrofilowych sieci zewnatrzkomor-
kowych, sa przez autoréow okreslane mianem
NET, ale skrot ten jest rozwijany odmiennie,
tzn. nucleic acid extracellular traps (TRAN i
wspoétaut. 2016) lub RET (ang. root extracel-
lular traps) (DRIOUICH i wspoétaut. 2013).

W tym miejscu nalezy przypomniec, ze
RBC sa zywymi komorkami uwalnianymi do
gleby podczas wzrostu korzenia z najbardziej
zewnetrznej warstwy czapeczki (JAROSZUK-
-Sciser. i KUREK 2007), a ich wytwarzanie
przez korzen poréwnywane jest do produkcji
neutrofili w szpiku kostnym (CURLANGO-RI-
VERA i wspoétaut. 2014). Co ciekawe, liczba
RBC produkowanych i uwalnianych z po-
wierzchni czapeczki jest cecha gatunkowo
specyficzng. W odpowiedzi na sygnaly, takie
jak obecnos¢ patogenéw czy metali, w korze-
niu dochodzi do inicjacji cyklu komérkowego
i nowe RBC oddzielane sa do Srodowiska.
Po uwolnieniu, komorki te przez jakis czas
pozostaja zywe (w strefie korzeniowej okoto
7 dni, a w warunkach in vitro okolo 3 mie-
siace). Znajdujace sie w Srodowisku komorki
przezywaja dzieki zwiazkom organicznym wy-
dzielin korzeniowych, glownie otaczajacego je
§luzu, bowiem ich wlasne zapasy tluszczow
i skrobi sa zbyt male (HAWES i wspétaut.
2002). W pewnym sensie takie oddzielanie
RBC przypomina opisane powyzej zjawisko
zhuszczania komoérek S u socjalnych ameb.

Znamienny w kontekscie zdolnosci RBC
do wydzielania struktur podobnych do NET
i ich potencjalnej funkcji w zwalczaniu pa-
togenow jest fakt, ze w strefie korzenio-
wej RBC konkuruja z mikroorganizmami o
sktadniki odzywcze pochodzace z wydzielin
korzeniowych. Dodatkowo RBC uwalniaja: (i)
czynniki kontrolujace ekspresje genow (tak
w roslinie, jak i w mikroorganizmach zasie-
dlajacych strefe korzeniowa), (ii) chemoatrak-
tanty lub repelenty mikroorganizméw oraz
nicieni, a takze (iiij antocyjany, antybioty-
ki i galaktozydazy (JAROSZUK-SCISEL i Ku-
REK 2007). Sadzi sie, ze komorki graniczne
sa zdolne do produkcji i wydzielania ponad
100 réznych bialek, w tym przeciwbakteryj-
nych enzyméw. Kompleks ten zawiera tak-
ze histon H4 i opisywany jest skrotem RCS
(ang. root cap secretome).

W swej pracy opublikowanej w 2009 r.
zespot Hawes dowiodt (WEN 1 wspolaut.
2009), ze RBC pozyskane z grochu zwy-
czajnego wydzielaja DNA, ktéry barwi sie
zaré6wno DAPI, jak i Sytox Green. Ponad-
to, rownoczesne podanie do hodowli korzeni
sporéw grzyba Nectria haemotococca i DNazy
I powoduje wzrost (od 3 do 100%) czesto-
Sci infekcji, przejawiajacej sie nekroza, cal-
kowitym zahamowaniem wzrostu korzeni i
wzrostem strzepkéw grzyba w regionie ota-
czajacym korzen. Hodowla niezainfekowa-
nych korzeni w obecnosci DNazy pozwolila
stwierdzi¢, ze w przypadku zdrowych ko-
rzeni sam enzym nie powoduje ani nekro-
zy ani zahamowania wzrostu. Podobnie jak
w przypadku DNazy, réwniez eksonukleaza
BAL31 powoduje degradacje wydzielanego
przez RBC DNA, jednak proces ten wymaga
znacznie wiecej czasu, co z kolei wynika ze
spowolnienia przebiegu infekcji grzybicze;j.
Autorzy udowodnili, ze wydzielanie zewna-
trzkomérkowego DNA nie jest polaczone ze
Smiercia komorek granicznych, ale jest on
aktywnie syntetyzowany i wydzielany (WEN i
wspotaut. 2009). W kolejnej pracy tego sa-
mego zespolu (HAWES i wspotaut. 2011) za-
obserwowano, ze zewnatrzkomorkowy DNA
pochodzacy z RBC ma zdolno§¢ zatrzymywa-
nia i agregowania bakterii Agrobacterium tu-
mefaciens. Autorzy sugeruja, ze zewnatrzko-
morkowy DNA wraz z biatkami RCS tworza
rodzaj bariery oddzielajacej korzen od infek-
cjii i wylapujacej patogeny, a potraktowanie
DNaza lub proteaza powoduje przerwanie
szczelnosci tej bariery, co pozwala na pe-
netracje jej przez patogeny i umozliwia in-
fekcje korzenia (Ryc. 3). Co wiecej, patogeny
roslin, takie jak Cochliobolus heterostrophus,
Magnaporthe grisea czy A. tumefaciens, wy-
kazuja obecno$sé¢ enzymow o aktywnosci
DNaz, co najprawdopodobniej zwieksza ich
wirulencje.
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KONTROLA DNaza I/proteaza

RCS,

korzen

patogeny . .

exDNA

Ryc. 3. Wplyw DNazy I i proteazy na NET/RET
tworzone przez komorki graniczne korzenia (RBC)
pod wplywem patogennych bakterii i grzybow.
RCS (ang. root cap secretome) — biatka wydzielane
przez RBC, exDNA - zewnatrzkomoérkowy DNA.

Ta ostatnia idea jest rozwijana w kolej-
nej, najpelniejszej i najbardziej zaawanso-
wanej pod wzgledem metodycznym, pracy
zespotu Hawes, ktora zostata opublikowa-
na na lamach prestizowego Plos Pathogens
(TRAN i wspotaut. 2016). Stwierdzono, ze in-
okulacja zawiesiny RBC grochu patogennymi
bakteriami Ralstonia solanacearum powoduje
szybkie (30 min) pojawienie sie w zawiesi-
nie komorkowej zewnatrzkomoérkowego DNA
barwiacego sie DAPI i Sytox Green. NET nie

DNA

NET: DNA + NE

Ryc. 4. Zdjecia stymulowanych neutrofili karpia (Cyprinus
carpio L.). Komoérki znakowano: i) DAPI (wybarwione na nie-
biesko jadro komorki, stabo widoczne NET, ii) Sytox Orange
(wybarwione na czerwono DNA w obrebie NET), iii) przeciw-
cialami anty-NE (elastaza neutrofilowa) znakowanymi FITC

(wybarwiona na zielono NE).

pojawialy sie natomiast pod wplywem nie-
patogennych bakterii, takich jak E.coli czy
Sinorhizobium meliloti. Ciekawe jest tez to,
ze do powstania NET w komorkach grochu
dochodzi pod wpltywem pochodzacego z fla-
geliny peptydu Flg22, natomiast mutanty
bakterii nieposiadajace flageliny nie powodu-
ja wydzielania zewnatrzkomorkowego DNA z
RBC.

Okazalo sie, ze wydzielone przez korze-
niowe komorki graniczne DNA jest zdolne
do zlapania i zatrzymania czesci, ale nie
wszystkich patogennych bakterii. W celu
wyjasnienia, czy ,ztapane” w taka sie¢ bak-
terie sa zabijane, przeprowadzono dwa eks-
perymenty. W pierwszym 2z nich bakterie
Ralstonia solanacearum potraktowane zostaly
histonem H4 czlowieka (w 97% identycznym
do tego obecnego w RCS). W ciagu 3 godzin
zaobserwowano Smier¢ okolo 50% bakterii, a
zjawisko to bylo czeSciowo odwracane przez
przeciwciata skierowane przeciwko histonowi
H4. W drugim z eksperymentéow bakterie in-
kubowano w obecnosci RBC, co powodowa-
to spadek ich zywotnosci (Smieré¢ okolo 25%
bakterii). Podobnego zjawiska nie zauwazo-
no w przypadku podania do hodowli DNazy
oraz zastosowania wspomnianych wczesniej
przeciwcial. Autorzy konkluduja, ze przeciw-
ciala albo zapobiegaja polaczeniu sie bakterii
z histonem, albo neutralizuja jego
przeciwbakteryjne dziatanie. Ponad-
to, zaréwno zewnatrzkomorkowy
DNA, jak i histon H4 sa niezbedne
do zabijania bakterii zatrzymanych
przez NET (TRAN i wspélaut. 2016).

Ten fakt wykorzystywany jest
przez patogenne bakterie, ktore
poprzez wydzielanie DNaz powo-
duja rozklad NET, co zwieksza ich
wirulencje. W przypadku R. sola-
nacearum stwierdzono obecnos¢
dwoch enzymow o aktywnosci nie-
specyficznych endonukleaz: NucA
i NucB. Enzymy te sa zdolne do
rozkladania zewnatrzkomorkowego
DNA wydzielonego przez RBC. Z
kolei mutanty AnucA, AnucB i po-
dwojny mutant AnucA/B cechuja
sie obnizona wirulencja w stosun-
ku do korzeni roslin. Wykazano, Ze
bakterie posiadajace wspomniane
endonukleazy dosé¢ tatwo uwalnia-
ja sie z NET, podczas gdy bakte-
rie AnucA/B nie sa w warunkach
in vitro zdolne do ,ucieczki” przed
RBC. Okazalo sie, ze zdolnoSc
bakterii do takiej ucieczki koreluje
z ich skutecznym zakazaniem ko-
rzenia i hamowaniem jego wzrostu
(TRAN i wspoétaut. 2016).
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Na inng ciekawa role NET/RET wskazu-
ja DRIOICH i wspélaut. (2013). Sugeruja oni,
ze wydzielane przez RBC sieci moga przy-
ciaga¢ i zatrzymywaé w okolicy korzeniowej
ryzobakterie, np. Bacillus spp., promujace
wzrost roslin PGPR (ang. plant growth-pro-
moting rhizobacteria) i ograniczajace choro-
by infekcyjne.

Trzeba jednak zauwazyc¢, ze jak do tej
pory mozliwos¢ tworzenia NET przez komor-
ki roslin opisuje wylacznie jeden zespoét i in-
formacje te nie zostaly potwierdzone przez
inne grupy badawcze zajmujace sie odpor-
noscig roslin. Nie sposéb réwniez nie wspo-
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mnie¢, ze o ile u zwierzat do nazwania ja-
kiejs struktury mianem ET niezbedna jest
kolokalizacja zewnatrzkomorkowego DNA,
histonéw i innych bialek bakteriobdjczych,
np. elastazy neutrofilowej, o tyle we wszyst-
kich pracach dotyczacych NET u roslin au-
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trzkomoérkowego DNA, nie pokazujac jego
bezposredniego polaczenia z innymi czynni-
kami bakteriob6jczymi. W pracach tych dosé
enigmatycznie wspomina sie, ze substancje
takie znajduja sie w RCS. Pewne watpli-
wosci metodyczne budzi fakt barwienia ze-
wnatrzkomorkowego DNA za pomoca DAPIL.
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Ryc. 5. Schematyczne drzewo filogenetyczne pokazujace pokrewienstwo organizméw, u ktérych udowod-
niono wystepowanie sieci ET (wg LETUNIC i BORK 2016, zmodyfikowana).
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W przypadku badan ET u zwierzat barwnik
ten okazal sie bowiem mato skuteczny (Ko-
taczkowska i wspoétaut., informacja ustna,
Ryc. 4).

PODSUMOWANIE

Wytwarzanie zewnatrzkomoérkowych sie-
ci stanowi zlozony mechanizm, ktory jest
jednym z elementéw odpowiedzi wrodzonej,
aktywowanej m.in. podczas roznego rodzaju
infekcji. ET zapewniaja organizmom przezy-
cie w niesprzyjajacych warunkach srodowi-
skowych zwiazanych z dziatalnoscia patoge-
now. Strategia zwigzana z wydzielaniem sieci
moze tez stwarzacC zagrozenie dla organizmu
gospodarza, co jest konsekwencja niekon-
trolowanej produkcji lub rozkladu powsta-
tych struktur. Dlatego niezwykle istotne jest
utrzymanie réwnowagi pomiedzy procesami
tworzenia i rozkladu ET. Wykorzystywanie
wyrzutu DNA jako narzedzia do wychwyty-
wania i zabijania patogen6w ma swoje ewo-
lucyjne uzasadnienie. Podczas pojawienia sie
wielokomérkowych form zycia, prymitywny
wrodzony uklad immunologiczny rozwinat
posta¢ uktadu wyspecjalizowanych komoérek
fagocytarnych. Ta profesjonalizacja odpor-
nosSci pozwolila na rozwdj zaawansowanych
mechanizméw obronnych w tym na ,poswie-
cenie” czesci komorek poprzez uruchamianie
mechanizmu zwigzanego z formowaniem sie-
ci. Produkcja ET przez tak proste organizmy
jak socjalne ameby wyraznie wskazuje na to,
iz mechanizmy obronne oparte na wydzie-
lanym DNA pojawily sie okolo 1,3 miliarda
lat temu, znacznie wczes$niej niz dotychczas
sadzono (Ryc. 5) Mozna przewidywac, ze w
niedalekiej przyszlosci strategia ta zostanie
zidentyfikowana u innych wczesnych wielo-
komorkowych przodkow, co da nam bardziej
kompletny obraz ewolucji ET.
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Streszczenie

Zewnatrzkomorkowe sieci (ET) stanowia ewolucyj-
nie stary mechanizm obronny, ktéry funkcjonuje za-
rowno u wyzszych kregowcow ze ssakami na czele, jak
i u kregowcéw zmiennocieplnych np. ryb, bezkregowcow
i najprawdopodobniej u roslin. Struktury ET unieru-
chamiaja patogeny, zabezpieczajac organizm przed ich
rozprzestrzenianiem sie i prawdopodobnie prowadza do
Smierci przynajmniej niektérych z nich. W przypadku
leukocytow ssakow stwierdzono, ze w powstawanie sieci
zaangazowane sa rozne szlaki molekularne i czasteczki
sygnalowe, np. wolne rodniki tlenowe, jony Ca2+ czy
kinazy bialkowe. Okazuje sie, ze formowanie sieci przez
komorki immunokompetentne w innych grupach orga-
nizméw podlega podobnym regulacjom. W wiekszosci
przypadkow, zarowno u kregowcow, jak i bezkregowcow,

wazng role w tym procesie odgrywa aktywnosc¢ oksyda-
zy NADPH oraz zwiazana z nia zdolnos¢ do przeprowa-
dzenia wybuchu tlenowego. Strategia obronna zwiazana
z produkcja ET bazuje na aktywnosci poszczegdlnych
komponentow sieci. Wystepuja wsréd nich DNA, histony,
jak réwniez biatka o silnych wlasciwosciach bakteriob6j-
czych np. réznego typu proteazy. Dokladny skiad tych
struktur moze by¢ nieco odmienny u organizméw nale-
zacych do roznych taksonéw, jak rowniez w zaleznosci
od rodzaju komoérek immunokompetentnych wytwarzaja-
cych sieci.
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EXTRACELLULAR TRAPS - GENERAL MECHANISMS OF PATHOGEN ELIMINATION
IN ANIMAL (AND PLANT ?) KINGDOM

Summary

Extracellular traps (ETs) are an evolutionary old mechanism of defense that functions both in higher verte-
brates including mammals, lower vertebrates such as fish, in invertebrates and most probably in plants. ET struc-
tures immobilize pathogens, protect the body from their spread and possibly lead to the death of some of them.
Traps formation in mammalian leukocytes is a complex process involving several molecular pathways and signaling
molecules, such as reactive oxygen species (ROS), Ca?, or protein kinases. Most probably ET formation in immu-
nocompetent cells of non-mamalian species is subjected to similar regulations. In most cases, both in vertebrates
and invertebrates, NADPH oxidase activity and consequently ROS production play an important role in this process.
ET defense strategy is based on the activity of their specific components such as DNA, histones and bactericidal
proteins e.g. different types of proteases. The exact composition of these structures may be slightly different in or-
ganisms belonging to different taxa, as well as depends on the type of immunocompetent cells producing the traps.
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