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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W odpowiedzi na rézne bodzce neutrofile oraz eozynofile moga uwalnia¢ zewnatrzkomér-
kowa sie¢ (neutrophil extracellular traps - NET), ztozong z enzyméw proteolitycznych, DNA
oraz innych sktadnikéw jadra komérkowego. Proces NETozy zostat scharakteryzowany jako
mechanizm programowanej $mierci komérki, ktéry prowadzi do dekondensacji chromatyny
w jadrze, dezintegracji organelli komérkowych i mieszania sie ich sktadnikéw, a nastepnie
lizy btony komérkowej.

W ostatnich latach zwrécono uwage na role neutrofili w patomechanizmie nowotworéw. Wy-
kazano, ze neutrofile zwigzane z guzem (tumor-associated neutrophils, TAN) tworza wazny
element mikro$rodowiska guza. Udowodniono obecno$¢ dwéch subpopulacji TAN o odmien-
nym fenotypie oraz funkcjach dziatajgcej przeciwnowotworowo ,,N1” i pronowotworowo
,N2”. Przez uwalniane cytokiny i chemokiny mogg sie przyczynia¢ m.in. do ucieczki komdrek
nowotworowych spod nadzoru immunologicznego oraz angiogenezy. Interakcje zachodzace
miedzy komérkami a mikro$rodowiskiem maja podstawowe znaczenie zaréwno dla zacho-
wania homeostazy w prawidtowej tkance, jak i wzrostu guza. Wpltywaja na inicjacje choroby,
progresje oraz rokowanie.

Wptyw NETozy na proces przerzutowania jest oceniany w kontekscie funkeji petnionych przez
poszczegblne komponenty NET (m.in.: MMP-9, CG, NE). Ponadto, skutek dziatania pro- lub prze-
ciwnowotworowy NETozy zalezy od wielu czynnikéw m.in. stanu uktadu immunologicznego
czy mikro$rodowska guza. Prawdopodobnie komérki nowotworowe moga by¢ wychwytywane
przez NET z mikro§rodowiska w taki sam sposéb jak mikroorganizmy. Jednak duze stezenie
biatek uwalnianych w czasie NETozy moze indukowa¢ ich proliferacje i hamowa¢ apoptoze,
promujac tym samym rozwdj guza. Lepsze zrozumienie funkcji NETozy w progresji nowotworu
moze ujawnié nowe czynniki prognostyczne oraz punkty uchwytu dla terapii w wielu typach
nowotworéw.

NET - NEToza + neutrofile - choroby nowotworowe - powstawanie przerzutéw « przeciwnowotworowa
odpowiedz immunologiczna

Summary

In response to various stimuli, neutrophils and eosinophils can release neutrophil extracellular
traps (NET) consisting of proteolytic enzymes, DNA and other components of the cell nuc-
leus. The NETosis process has been characterized as a mechanism of programmed cell death,
which leads to chromatin decondensation and disintegration of organelles, followed by lysis
of the cell membrane. In recent years the significant role of neutrophils in the pathogenesis
of cancer has been highlighted. The presence of two subpopulations of TAN with different
phenotypes and functions - acting antitumor “N1” and the pro-cancerous “N2” - has been
discovered. By the release of cytokines and chemokines neutrophils may affect angiogenesis
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and contribute to escape of tumor cells from immune surveillance. Interactions between cells
and the microenvironment are of vital importance both for the preservation of homeostasis
in normal tissue and tumor growth. They affect the initiation of disease progression and
prognosis. The impact of NETosis on the process of metastasis is evaluated in the context
of the functions of the individual components of the NET (MMP-9, CG, NE). Furthermore,
presumably the pro- or anti-tumor effect of NETosis depends on many factors including the
status of the immune system or tumor microenvironment. Probably the cancer cells can be
captured by the NET microenvironment in the same manner as microorganisms. However,
the high concentration of proteins released during NETosis can induce their proliferation and
inhibit apoptosis, thus promoting tumor growth. A better understanding of NETosis function
in tumor progression may lead to the emergence of new prognostic factors and targets for
therapy in many types of cancer.
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ability-increasing protein), CAF - fibroblasty zwigzane z nowotworem (cancer-associated fibro-
blasts), CG - katepsyna G (cathepsin G), CTC - limfocyt T cytotoksyczny (cytotoxic T cell), DCs
- komérki dendrytyczne (dendritic cells), ECM - macierz pozakomoérkowa (extracellular matrix),
EMT - przejscie epitelialno-mezenchymale komérek nabtonkowych (epithelial to mesenchymal
transition), FGF - czynnik wzrostu fibroblastéw (fibroblast growth factor), fMLP - formyl metionyl-
-leucyl-fenyloalanina, G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw (granulocyte
colony-stimulating factor), HIF-1 alfa - czynnik indukowany hipoksja 1 alfa, IL - interleukina, IRS-
1 - substrat dla receptora insulinowego (insulin receptor substrate-1), komérka ATC - aktywna
komorka T (activated T cell), komorki NK - naturalni zabdjcy (natural killer cells), limfocyt Th
- limfocyt T pomocniczy (T helper cells), limfocyt Treg - limfocyt T regulatorowy (regulatory T
cells), LPS - lipopolisacharyd, MCP - chemotaktyczne biatko monocytéw (monocyte chemotactic
protein), MDSCs - heterogenna populacja komdrek uktadu immunologicznego o aktywnosci
immunosupresyjnej wywodzaca sie z linii mieloidalnej (myeloid-derived suppressor cells), MMP-9
- metaloproteinaza macierzy 9 (matrix metalloproteinase 9), MPO - mieloperoksydaza (myelope-
roxidase), NADPH - oksydaza dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, NE - elastaza neutrofili
(neutrofil elastase), NE - elastaza neutrofili (neutrophil elastase), NEi - inhibitor elastazy neutrofili
(neutrophil elastase inhibitor), NET - zewngtrzkomérkowa siatka neutrofili (neutrophil extracel-
lular traps), NF-kB — kompleks biatkowy NFkB (czynnik transkrypcyjny; nuclear factor kappa B),
NO - tlenek azotu, NSPs - kationowe proteazy serynowe neutrofili (neutrophil serine proteases),
PADA4 - deiminaza peptydyloargininowa 4 (peptidylarginine deiminase 4), PDGF - ptytkopochodny
czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor), POChP - przewlekfa obturacyjna choroba ptuc
(chronic obstructive pulmonary disease), PR3 - proteinaza 3 (proteinase 3), RAGE - wieloligan-
dowy receptor koncowych produktéw zaawansowanej glikacji (receptor for advanced glycation
endproducts), rBPI - bakteriobdjcze rekombinowane biatko zwiekszajace przepuszczalnos¢ (re-
combinant bactericidal permeability increasing protein), ROS - reaktywne formy tlenu (reactive
oxygen species), SLPI - inhibitor proteazy leukocytéw pochodzacy z surowicy (serum leukocyte
protease inhibitor), TAM - makrofagi zwigzane z guzem (tumor-associated macrophages), TAN
- neutrofile zwigzane z guzem (tumor-associated neutrophils), TGF-B - transformujacy czynnik
wzrostu 3 (transforming growth factor-f3), TIMPs - tkankowe inhibitory metaloproteinazy (tissue
inhibitors of metalloproteinases), TME - mikrosrodowisko guza (tumor micro environment), TNF -
czynnik martwicy guza (tumor necrosis factor), VEGF - czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego
(vascular endothelial growth factor).
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ZEWNI-\TRZKOMORKOWA SIEC NEUTROFILI

W odpowiedzi na réznego rodzaju bodzce neutrofile
oraz eozynofile moga uwalniaé zewnatrzkomérkowg
sie¢ (neutrophil extracellular traps - NET), ztozona
z enzymdw proteolitycznych, DNA oraz innych sktad-
nikéw jadra komérkowego. Proces NETozy zostat scha-
rakteryzowany jako mechanizm programowanej §mierci
komérki, ktéry prowadzi do dekondensacji chromatyny
w jadrze, dezintegracji organelli komdrkowych i miesza-
nia sie ich sktadnikéw, a nastepnie lizy btony komérko-
wej. W niektérych przypadkach obserwowano szybkie
uwolnienie chromatyny w wyniku egzocytozy [3,4,24].
Proces NETozy po raz pierwszy opisali Zychlinsky i wsp.
jako odmienny od dotychczas poznanych mechanizméw
odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko
bakteriom, grzybom i pasozytom [4,24].

Powstanie sieci NET mogg indukowaé bakteryjne lipopo-
lisacharydy (LPS), formyl metionyl-leucyl-fenyloalanina
(fMLP), ro$linne estry forbolu (np. octan mirystynianu
forbolu, PMA) jak réwniez aktywowane ptytki krwi, cyto-
kiny: czynnik martwicy guza-a (tumor necrosis factor-a,
TNF-a) oraz interleukina 8 (IL-8). Ponadto zauwazono, ze
te cytokiny sg czesto wydzielane przez rézne nowotwory
oraz ze ulatwiajg proces formowania sie sieci NET. Jed-
nak dotychczasowe badania nie wykazaty jednoznacznie
ich wptywu na formowanie NET w ogniskach przerzuto-
wych [3,4,19].

Podczas formowania NET-u zaobserwowaé mozna
zmiany morfologiczne zachodzace w neutrofilach.
Wkrétce po indukgji procesu w btonie komérkowej poja-
wiaja sie wypustki, nastepnie dochodzi do sptaszczenia
komérki. Molekularne mechanizmy powodujace powsta-
nie NET-u pozostaja niewyjasnione. Jedng z najbar-
dziej charakterystycznych cech tego typu struktur jest
dekondensacja chromatyny. Decydujacg role odgrywa
tu cytrulinacja histonu H3 zachodzgca na skutek akty-
wacji deiminazy peptydyloargininowej 4 (peptidylargi-
nine deiminase 4, PAD4). Wazne znaczenie PAD4 oraz
procesu cytrulinacji w formowaniu NET-u udowodniono
w badaniach na komérkach ludzkiej biataczki promie-
locytowej (human promyelocytic leukemia cells, HL60)
z zablokowanym biatkiem PAD4 oraz u myszy pozbawio-
nych, za pomoca inzynierii genetycznej, kodujacego je
genu. W obu przypadkach brak byto zdolnosci do two-
rzenia struktur NET-u. Wykazano, ze podwyzszona eks-
presja PAD4 w linii komdrkowej kostniakomiesaka jest
wystarczajacym czynnikiem indukujgcym dekondensa-
cje chromatyny. Nie jest jednak wyjaénione w jaki sposéb
aktywnos¢ oraz ekspresja PAD4 moze regulowaé funk-
cje neutrofili oraz dlaczego w niektérych przypadkach
jest uwalniana jedynie zawarto$¢ jadra komérkowego.
Innym czynnikiem warunkujacym uwalnianie chroma-
tyny przez neutrofile sa reaktywne formy tlenu (reac-
tive oxygen species, ROS). Wytwarzanie ROS zalezy od
aktywnos$ci oksydazy NADPH, szlakéw Raf-MEK-ERK
i p38MAPK. Natomiast inne zwigzki zdolne aktywowa¢
formowanie sieci NET mogg powstawaé w sposdb nieza-

lezny od aktywnosci oksydazy NADPH. Ostatecznie do
wyrzutu DNA oraz nasilenia procesu kondensacji chro-
matyny przyczyniajg si¢ magazynowane w ziarnisto-
$ciach neutrofili: elastaza (neutrophil elastase, NE) oraz
potegujaca ten proces mieloperoksydaza (myeloperoxi-
dase, MPO). W nastepstwie zahamowania NE w wyniku
dzialania inhibitora elastazy neutrofili (neutrophil ela-
stase inhibitor, NEi) oraz pochodzacego z surowicy inhi-
bitora proteazy leukocytéw (serum leukocyte protease
inhibitor, SLPI) procesy, takie jak dekondensacja chro-
matyny, degranulacja jadra i $mier¢ neutrolili i NEToza
sg zaburzone [7,9,13,15,19].

Dzieki mikroskopii elektronowej udato sie scharaktery-
zowaé strukture wyrzucanej z neutrofili do $rodowiska
zewnetrznego sieci NET. Jest zbudowana z nitkowa-
tego szkieletu, ktéry tworza wtdkna DNA o grubosci 17
nm. Moga oddziatywaé miedzy sobg i tworzy¢ znacznie
grubsze wikna (nawet do 50 nm). Struktura jest utrzy-
mywana przez wiele biatek pochodzenia granularnego:
MPO, kalprotektyna (calprotectin), metaloproteinaza
macierzy 9 (matrix metalloproteinase 9, MMP-9), biatko
BPI (bactericidal/permeability-increasing protein),
kationowe proteazy serynowe: NE, katepsyna G (cathep-
sin G, CG), proteinaza 3 (proteinase 3, PR3). Sg one odpo-
wiedzialne, bezpo$rednio lub posrednio, za $mieré
bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, grzybéw oraz
inaktywacje wiruséw. NEToze szczegélnie czesto mozna
obserwowaé w miejscu toczacego sie stanu zapalnego
np. zapaleniu wyrostka robaczkowego, w czasie zakaze-
nia paciorkowcami (powodujacego martwicze zapalenie
powiezi i pneumokokowe zapalenie ptuc), w modelach
do$wiadczalnych w zakazeniu szczepem pateczek bak-
terii z rodzaju Shigella lub w stanie przedrzucawkowym
[13,15,25].

NEUTROFILE I ICH ROLA W CHOROBACH NOWOTWOROWYCH

Neutrofile (granulocyty obojetnochtonne, komérki poli-
morfonuklearne, PMN) sg najwieksza grupa (50-70%)
krazacych we krwi obwodowej leukocytéw. Odgrywaja
znaczaca role w odpowiedzi immunologicznej skierowa-
nej przeciwko mikroorganizmom (takim jak: chorobo-
tworcze bakterie, grzyby) oraz wspomagaja gojenie sie
ran. Gtéwnym mechanizmem obrony, ktéry wykorzy-
stuja neutrofile jest fagocytoza. Pierwszym i najwazniej-
szym ogniwem procesu jest aktywny kompleks oksydazy
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH)
warunkujgcy powstanie reaktywnych form tlenu oraz
zapoczatkowanie kaskady reakcji prowadzacych do
powstania innych toksycznych zwigzkéw tlenowych.
Ponadto w ziarnisto$ciach neutrofili zidentyfikowano
liczne peptydy w tym enzymy niszczace mikroorgani-
zmy. Oba mechanizmy warunkujg skuteczno$¢ fagocy-
tozy [6,12,17].

W ostatnich latach zwrécono uwage na znaczaca
role neutrofili, nie tylko w zwalczaniu patogendw
czy chorobach autoimmunologicznych, ale réw-
niez w patomechanizmie nowotworéw. Wykazano,
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ze oprécz makrofagéw, limfocytédw czy komérek NK
(natural killer cells, NK cells) neutrofile zwigzane
z guzem (tumor-associated neutrophils, TAN) sg waz-
nym elementem mikro$rodowiska guza. Wykazano
obecnos$é¢ dwéch subpopulacji TAN o odmiennym feno-
typie oraz funkcjach: dziatajace przeciwnowotworowo
,N1” oraz pronowotworowo ,,N2” [nazwy analogiczne
jak w przypadku makrofagéw infiltrujacych mikro$ro-
dowisko nowotworu (tumor-associated macrophages,
TAM) - M1 oraz M2]. Nie wyjasniono jeszczw wszyst-
kich funkgji jakie petnig TAN. Przez uwalniane cytokiny
i chemokiny moga sie przyczyniaé m.in. do ucieczki
komérek nowotworowych spod nadzoru immunolo-
gicznego oraz wplywad na angiogeneze. Zauwazono, ze
w pewnych warunkach, przy ograniczonym wptywie
transformujacego czynnika wzrostu B (transforming
growth factor-p, TGF-B), TAN N2 moga ulega¢ konwer-
sji do N1, ktérych dziatanie ma charakter prozapalny
i przeciwnowotworowy. Mozliwym wydaje sie, Ze na
przeciw- lub pronowotworowe dziatanie TAN decydu-
jacy wplyw ma zaburzenie réwnowagi na korzy$¢ jed-
nej z tych subpopulacji komdérek [12,38].

Wydzielane przez komérki nowotworowe cytokiny,
takie jak: czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granu-
locytéw (granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF),
czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (vascular
endothelial growth factor, VEGF), IL-1b oraz IL-6 przy-
czyniaja sie do wzrostu liczby neutrofili oraz indukuja ich
wiasciwosci immunosupresyjne. Neutrofilie stwierdzono
w wielu nowotworach m.in.: ptuca, trzustki, piersi oraz
czerniaka. Ponadto zwigzana jest z gorszym rokowaniem
u chorych na raka ptuca, nerki oraz przerzutowego raka
czerniaka. Obecno$¢ neutrofili jest swoistym nowotwo-
rowo, niezaleznym czynnikiem prognostycznym czasu
wolnego od nawrotu choroby, jak réwniez przezycia cat-
kowitego (overall survival, 0S) w zaawansowanym jasno-
komérkowym raku nerki oraz raku ptaskonabtonkowym
glowy i szyi. Ponadto koreluje ze stopniem zaawanso-
wania glejakéw oraz bardziej agresywnym przebiegiem
raka trzustki. Natomiast u chorych na raka zotadka zaob-
serwowano, ze duza liczba neutrofili wigze sie z korzyst-
nym rokowaniem [12,13,15,17,21,22,23,38].

Neutrofile wiazane dotychczas przede wszystkim ze
zwalczaniem patogenéw chorobotwérczych oraz roz-
wojem reakcji zapalnych, moga sie okazal uzyteczne
w wykrywaniu, prognozowaniu (zaréwno jako czynniki
prognostyczne jak i predykcyjne) oraz monitorowaniu
wielu typdw nowotwordw.

WYBRANE ASPEKTY PATOMECHANIZMU POWSTAWANIA PRZERZUTOW
NOWOTWOROWYCH

Najczestsza przyczyna zgonéw spowodowanych nowo-
tworami zto§liwymi sa przerzuty odlegte (okoto 90%
chorych). Proces przerzutowania jest ztozony i obej-
muje: przenikniecie komérek nowotworowych do wne-
trza naczyn, przezycie w krazeniu, ponowne pokonanie
bariery naczyniowej w kierunku tkanek, przezycie

i kolonizacje w tkance odlegtej. Ztozono$§¢é procesu
powoduje, ze ze stosunkowo duzej liczby komérek
nowotworowych, ktére opuszczaja miejsce powstania
nowotworu ostatecznie nieliczne z nich moga sie przy-
czyni¢ do powstania odleglego ogniska przerzutowego.
Mimo ze powstanie przerzutéw moze byé spowodo-
wane migracja nawet pojedynczych komérek nowo-
tworowych, to ich wykrywanie i zwalczanie w dalszym
ciagu pozostaje ogromnym wyzwaniem dla wspdtcze-
snej onkologii. W przebiegu wiekszo$ci nowotworéw
ztodliwych rozwijaja sie ogniska przerzutowe, czesto
o réznym umiejscowieniu, ktdre zazwyczaj jest $cisle
powigzane z typem nowotworu pierwotnego. Dostepne
badania wskazuja, ze miejsce przerzutowania moze
by¢ zdeterminowane odpowiednim wzorcem ekspre-
sji okre§lonych genéw (profilem genetycznym) wyste-
pujacym w guzie pierwotnym [18,33]. Ponadto zmiany
w mikro$rodowisku tkanek odlegtych spowodowane
wplywem guza moga uczynié je bardziej podatnymi
na kolonizacje lub migracje komdrek nowotworowych.
Potwierdzaja to réwniez niedawne badania sugerujace,
ze czynniki uwalniane z guza pierwotnego moga bezpo-
$rednio modulowaé potencjalne miejsce przerzutowe
[11]. Dowiedziono ponadto, ze pochodzace ze szpiku
kostnego komérki moga by¢ przez guz pierwotny mobi-
lizowane i kierowane do potencjalnego miejsca prze-
rzutu, gdzie uczestnicza w formowaniu funkcjonalnej
przedprzerzutowej niszy. Najprawdopodobniej wszyst-
kie te procesy wspétdziataja w tworzeniu mikrosro-
dowiska sprzyjajacego rozwojowi przysztego ogniska
przerzutowego [5,16].

Interakcje zachodzace miedzy komérkami a mikrosro-
dowiskiem majg podstawowe znaczenie zaréwno dla
zachowania homeostazy w prawidtowej tkance, jak
i wzrostu guza. Wplywaja na inicjacje choroby, pro-
gresje oraz rokowanie. Jako pierwszy na zwigzek prze-
wlektego stanu zapalnego i nowotworzenia zwrécit
uwage Rudolf Virchow w 1863 r., ktéry zaobserwowat
leukocyty naciekajace guz [33,34]. Od tego czasu wielu
badaczy podjeto sie scharakteryzowania mikro$ro-
dowiska guza oraz poszukiwania punktu uchwytu dla
skutecznych terapii nowotwordéw. W sktad typowego
mikro$rodowiska nowotworu wchodza fibroblasty,
miofibroblasty, komérki ttuszczowe, neuroendokrynne,
immunologiczne, pochodzace z uktadu krwiono$nego
i chtonnego oraz elementy macierzy pozakomérkowe;
(extracellular matrix, ECM). Obecno$¢ w mikro$rodo-
wisku guza komérek immunologicznych, ktére zacho-
waty zdolno$¢ hamowania rozwoju nowotworu koreluje
z wydluzeniem czasu przezycia chorych. Jezeli jednak
pod wpltywem réznych czynnikéw w danym mikro$ro-
dowisku zajdzie transformacja nowotworowa moze
spowodowal odwrdcenie jego roli z hamujacej na pro-
mujaca rozwdj guza. Jest to zwigzane z przeksztatce-
niem, zrekrutowaniem lub takim zmodyfikowaniem
zrebu danej tkanki aby pobudzone zostaly synteza
i uwalnianie wielu cytokin (w tym czynnikéw wzrostu),
chemokin oraz proteinaz, co ostatecznie prowadzi do
znaczacej progresji choroby [5,16,34].
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Ryc. 1. Schemat zaleznosci miedzy procesem NETozy, a rozwojem nowotworu

NET 1 JEGO ROLA W CHOROBACH NOWOTWOROWYCH

Mimo ze wplyw NETozy na proces nowotworowy pozo-
staje niewyjasniony, wiadomo, ze moze oddziatywaé
na rézne stadia rozwoju choroby, w tym wzrost guza,
angiogeneze, przerzutowanie czy supresje uktadu
immunologicznego. Zaobserwowano, ze w poblizu
rozwijajacego sie guza, w miejscu akumulacji neutro-
fili dochodzi do powstania NETu, co moze wplywaé na
mikro$rodowisko nowotworu. W poczagtkowym stadium
rozwoju nowotworu granulocyty obojetnochtonne
sa umiejscowione dookota guza (wykazujac dziata-
nie przeciwnowotworowe, anti-tumoral neutrophils),
podczas gdy w pdzniejszym stadium akumulujg sie
wewnatrz rozwijajacego sie guza (wykazujac dziatanie
pronowotworowe, pro-tumoral neutrophils). Obecno$¢
sieci NET wewnatrz guza moze sugerowaé udzial tego
procesu w pierwotnym wzroscie nowotworu. Nie jest
pewne czy rekrutacja neutrofili i formowanie sie NETu
sa spowodowane stanem zapalnym/hipoksja mikro-
$rodowiska guza czy proces ten jest odpowiedzialny
za powstawanie obszaréw nekrotycznych. Hipoksja
powstata w obszarze guza moze aktywowad czynnik
indukowany hipoksjg 1 alfa (HIF-1 alfa), ktéry stymu-
luje powstanie NETu. Czynnik ten wykazuje podwyz-
szong ekspresje w wielu nowotworach, wéréd ktérych
nalezy wymieni¢ raka trzustki, czerniaka, ptuc, okrez-
nicy, zotadka czy prostaty [9]. Na rycinie 1 przedsta-
wiono schemat zalezno$ci miedzy procesem NETozy,

a rozwojem nowotworu. Dotad przeprowadzono nie-
liczne badania naukowe, ktérych wyniki wskazuja na
potencjalny zwigzek miedzy NEToza a progresja nowo-
tworu. Wptyw NETozy na proces przerzutowania moze
by¢ oceniany w kontekscie funkcji petnionych przez
poszczegblne komponenty sieci NET (m.in.: MMP-9,
CG, NE). Prawdopodobnie komérki nowotworowe moga
by¢ wychwytywane przez sie¢ NET z mikro$rodowiska
w taki sam sposéb jak mikroorganizmy. Jednak duze
stezenie biatek uwalnianych w czasie NETozy moze
indukowad ich proliferacje i hamowa¢ apoptoze, pro-
mujac tym samym rozwdj guza. Ponadto elementy sieci
NET moga przylegaé do przerzutowych komérek nowo-
tworowych i razem z rekrutowanymi ptytkami krwi
ogranicza¢ reakcje systemu odporno$ciowego. Proces
ten uniemozliwia ich wykrycie i zniszczenie, jednak
mieloperoksydaza (myeloperoxidase, MPO), proteinazy
czy uwolnione przez neutrofile histony moga hamowaé
wzrost guza. Ponadto sie¢ NET jest rozpoznawana przez
makrofagi oraz DCs. Po stymulacji makrofagi moga do
mikro$rodowiska wydziela¢ pro- lub przeciwzapalne
cytokiny. Na podstawie doniesiet mozna wyciggna¢
wniosek, ze niewta$ciwa lub nadmierna NEToza jest
zwigzana z przewlektym stanem zapalnym i uszkodze-
niem tkanki. Przewlekty stan zapalny moze doprowa-
dzi¢ do wzmozonej ekspresji czasteczek adhezyjnych
utatwiajac unieruchomienie komérek nowotworowych
i interakcje z ECM. Ponadto obszar sieci NET moze by¢
bogaty w pronowotworowe biatka i stworzy¢ , nisze
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dla przerzutéw” (pre-metastatic niche) oraz sprzyja
powstaniu bardziej agresywnego fenotypu guza. Poni-
zej przedstawiono komponenty sieci NET potencjal-
nie istotne w procesie przerzutowania nowotwordéw
[6,7,8,25,38].

Mieloperoksydaza

MPO jest lizosomalnym enzymem wytwarzanym przez
granulocyty, szczegdlnie intensywnie we wczesnej fazie
okresu ich dojrzewania. Katalizuje reakcje powstawa-
nia kwasu podchlorawego, ktéry jest bardzo toksyczny
w stosunku do wielu typéw mikroorganizméw [10].
Wyniki wielu badan eksperymentalnych, klinicznych
i epidemiologicznych wskazuja, ze przewlekly stan
zapalny toczacy sie w jelicie moze by¢ jedna z przyczyn
rozwoju raka jelita grubego. Prowadzone przez Roncuci
i wsp. badania wykazaly, ze liczba komérek MPO-pozy-
tywnych wzrasta w czasie transformacji nowotworo-
wej blony §luzowej jelita grubego [30]. Autorzy sugeruja
mozliwo$¢ wykorzystania markeréw genetycznych
(np. mikrosatelitarnego DNA) oraz stanu zapalnego
(np. MPO) w ocenie ryzyka rozwoju raka jelita grubego
[30]. Odajima i wsp. w eksperymentalnym modelu na
myszach zaobserwowali, ze MPO uszkadza komérki czer-
niaka przez co hamuje rozwéj nowotworu [28]. Wyniki
badan Rymaszewskiego i wsp. sugeruja, ze w fazie inicja-
cji oraz promocji nowotworu jest wymagana aktywno$¢
MPO [31]. W czasie jego progresji chroni komdrki nowo-
tworowe przed dziatlaniem kaspazy-3 posredniczgcej
w $mierci komérki. Profilaktyczne przyjmowanie inhibi-
tora MPO przez pacjentéw o podwyzszonym ryzyku roz-
woju raka ptuca (np. chorych na przewlekta obturacyjna
chorobe ptuc, POChP) moze zmniejszy¢ to ryzyko [31].

Kalprotektyna

Kalprotektyna (calprotectin) jest heterodimerycznym
biatkiem obficie wystepujacym w cytosolu neutrofili.
Dziala toksycznie na drobnoustroje oraz hamuje proli-
feracje komdrek nowotworowych. Wykazano, ze regu-
luje przezycie komérek ludzkiego raka prostaty poprzez
surwiwine, ROS i tlenek azotu (NO). Ponadto wykazano,
ze oznaczenie stezenia kalprotektyny w sposéb czuty
i swoisty odzwierciedla aktywno$¢ monocytéw w pier-
wotnych zmianach nowotworowych oraz pozytywnie
koreluje ze wzrostem guza. W badaniach in vivo u myszy
z wszczepionym nowotworem anaplastycznego raka tar-
czycy oraz pozbawionych genu S100A8 zaobserwowano
obnizony wzrost nowotworu, przerzutéw do ptuc oraz
istotnie wydluzony 0S. Wykazano, ze S100A8 pobudza
proliferacje komdrek ATC (activated T cell) przez inte-
rakcje z RAGE (receptor for advanced glycation end-
products), ktéry aktywuje sygnaty p38ERK1/2 oraz JNK
w komérkach guza. Kilka badarh wykazato, ze kalpro-
tektyna jest czynnikiem chemotaktycznym mieloidal-
nych komérek progenitorowych. Podwyzszone stezenie
kalprotektyny przyczynia sie do powstania przedprze-
rzutowej niszy w mézgu i promuje przerzuty do phuc
i watroby [35].

Metaloproteinaza macierzy 9

MMP-9 wplywa na rézne procesy pronowotworowe:
hamuje apoptoze komérek nowotworowych, zwieksza ich
proliferacje, angiogeneze, inwazyjno$¢ oraz utatwia two-
rzenie sie przerzutéw do narzgdéw odlegtych. MMP-9
jest uwalniana w czasie NETozy przez neutrofile, bierze
udzial w procesie przedostawania sie komdrek nowotwo-
rowych z naczyti do ECM, biorac tym samym udziat w pro-
cesie angiogenezy. MMP-9 jest tak samo silnym czynnikiem
proangiogennym jak VEGF i FGF2. Po uwolnieniu dziata
na sgsiadujace komérki epitelialne indukujac rozbudowe
naczyn. Huang i wsp. wykazali, Ze u myszy pozbawionych
MMP-9, z ludzkim rakiem jajnika, sie¢ naczyr byta stabiej
rozwinieta w poréwnaniu do myszy, u ktérych to biatko
byto obecne [38]. Zaobserwowano, ze u myszy (model RIP1-
-Tag2) z wszczepionym rakiem trzustki gtéwnym zrédlem
MMP-9 byly neutrofile, mimo ze w mikro§rodowisku guza
zdecydowanie przewazaly makrofagi [38]. Autorzy zasuge-
rowali, ze MMP-9 uwalniane przez neutrofile odgrywaja
gléwna role w angiogenezie. Aktywno$¢ MMP-9 jest regulo-
wana przez tkankowe inhibitory metaloproteinazy (tissue
inhibitors of metalloproteinases, TIMPs), gtéwnie TIMP-1.
Utworzony kompleks MMP-9/TIMP-1 zabezpiecza tkanki
przed niepozadang aktywno$cia proteolityczng MMP-9.
Neutrofile nie wytwarzaja TIMP-1 i tym samym nie moga
uwolni¢ tego kompleksu. Pochodzaca z niewydzielajacych
TIMP neutrofili MMP-9 pozwala na szybkie uwolnienie
wielu zmagazynowanych czynnikéw wzrostu, co umozli-
wia remodeling ECM w kierunku pobudzenia angiogenezy.
Z tego wzgledu obecnos$¢ juz kilku TAN w obrebie nowo-
tworu jest wystarczajaca do aktywacji proceséw proan-
giogennych w modelach mysich (RIP1-Tag2) [38]. Masson
i wsp. badali zalezno$¢ poszczegSlnych MMP (-2, -3,-9) i ich
zdolno$¢ do indukgji inwazyjnosci guza [23]. Autorzy doszli
do wniosku, ze u myszy pozbawionych MMP-2 i MMP-9 nie
dochodzito do wzmozonej angiogenezy. Natomiast w bada-
niach in vitro taczny brak MMP-2 i MMP-9 nie hamowat
odrastania naczyn kapilarnych od aorty. Wyniki wskazuja
na znaczenie wzajemnych interakcji miedzy komérkami
gospodarza w zakresie angiogennych i promujacych rozwdj
guza wptywéw MMP-2 i MMP-9. Zaprezentowane wyniki
badan na eksperymentalnym modelu sugeruja, ze wspdlne
dziatanie MMP-2 i MMP-9 promuje in vivo inwazyjno$¢ oraz
angiogeneze karotenocytéw [22,23].

Biatko BPI

Biatko BPI (bactericidal/permeability-increasing
protein) jest naturalnie wystepujacym sktadnikiem
ziarnisto$ci azurofilnych ludzkich neutrofili. Ma wia-
$ciwosci bakteriobdjcze wzgledem bakterii Gram-ujem-
nych, neutralizuje skutki dziatania LPS oraz bierze udziat
w procesie gojenia ran [7,8,40]. Ponadto odgrywa role
w utrzymaniu réwnowagi miedzy czynnikami angiogen-
nymi oraz angiostatycznymi [40].

Badania obejmujgce przerzutowego raka jelita grubego
wykazaly, ze moze ono hamowaé angiogeneze i proces
ten odbywa sie w wyniku pobudzania przez BPI apoptozy
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komorek endotelialnych. W okresie okotooperacyjnym
wiele czynnikéw moze indukowal proces angiogenezy.
Dodatkowa manipulacja chirurgiczna w obrebie zmiany
nowotworowej moze spowodowal rozsiew komdérek
nowotworowych [37,39,46]. O'Donoghue i wsp. zapro-
ponowali hipoteze, ze wykorzystanie substancji prze-
ciwendotoksycznej (przeciw-LPS) - rekombinowanego
biatka BPI (rBPI) moze zapobiec rozwojowi guza spowo-
dowanego zabiegiem chirurgicznym [29]. Autorzy doszli
do wniosku, Ze laparotomia zwieksza: potencjat przerzu-
towy, proliferacje komérek nowotworowych, angioge-
neze oraz ilo$¢ krazacego VEGF oraz hamuje apoptoze
komdérek nowotworowych. Zablokowanie LPS przez rBPI
hamuje wzrost guza, proliferacje, angiogeneze i ilo$¢ kra-
zacego VEGF oraz wzrost apoptozy komérek nowotworo-
wych. W zwigzku z otrzymanymi wynikami autorzy pracy
zasugerowali, ze rBPI moze hamowa¢ rozwéj nowotworu,
zwlaszcza u chorych, ktérzy przeszli laparotomie [29].

Kationowe proteazy serynowe

Gtéwnym komponentem azurofilnych ziarnistoci neu-
trofili sg kationowe proteazy serynowe (neutrophil
serine proteases, NSPs): elastaza neutrofili (neutrofil
elastase, NE), proteinaza 3, katepsyna G, ktére uczest-
niczg w beztlenowym szlaku niszczenia zewnatrz- oraz
wewngtrzkomérkowych patogenéw. NSPs w potacze-
niu z mikrobdjczymi peptydami oraz aktywna oksydaza
NADPH trawig zfagocytowane przez neutrofile patogeny.
NSPs odgrywaja role nie tylko w niszczeniu patogendw,
ale réwniez reguluja procesy zapalne m.in. toczace sie
w plucach. W ostatnim czasie podejmowane sg préby
wyjasnienia ich roli w procesie nowotworowym [20].

Elastaza neutrofili

Elastaza neutrofili jest enzymem odpowiedzialnym za roz-
ktad elastyny, odgrywa istotna role w regulacji przebiegu
proceséw zapalnych. Wielu badaczy wskazuje udzial NE na
réznych etapach, zaréwno od promocji guza do powsta-
nia przerzutéw w rozwoju procesu nowotworowego [15].
Potwierdzeniem powyzszej tezy sg badania, w ktérych
odnotowano istotny wptyw ludzkiej NE na proces przerzu-
towania w niedrobnokomérkowym raku ptuca. Wykazano,
ze moze dziata¢ w réznorodny sposéb, m.in. wewnatrzko-
mdrkowo: rozktadajac molekute adhezyjna - substrat dla
receptora insulinowego (insulin receptor substrate-1, IRS-
1), na powierzchni komérki: hydrolizujac receptory np.
CD40, w przestrzeni zewnatrzkomdrkowe;j: przyczyniajac
sie do wzrostu liczby fragmentéw elastyny - morfoelasto-
kin (potencjalnie stymulujacych angiogeneze oraz inwazyj-
no$¢ komérek nowotworowych) [27]. Ponadto, odnotowano
istotnie wieksza aktywno$¢ NE u pacjentéw, u ktérych
wielko$¢ guza przekraczata 5 cm lub zaobserwowano prze-
rzuty do weztéw chtonnych w poréwnaniu do pozostatych
chorych. Podobnie u pacjentek z rakiem piersi, u ktérych
stwierdzono duza aktywno$¢ NE odnotowano istotnie krét-
sze przezycia wolne od choroby w stosunku do tych z mata
aktywnoscia tego enzymu [1]. lo$¢ immunoreaktywnej NE
w tkance nowotworowej jest niezaleznym czynnikiem pro-

gnostycznym w raku piersi oraz ptuca. Ponadto w innych
badaniach wykazano, ze swoiste inhibitory NE catkowicie
hamujg wzrost komérek nowotworowych przeszczepio-
nych myszom z niedoborami odpornosci. Zastosowanie
tego typu inhibitoréw wydaje sie obiecujacym sposobem
na zapobieganie naciekom oraz przerzutom nowotworo-
wym [32].

Katepsyna G

Katepsyna G odgrywa wazng role w odpowiedzi immuno-
logicznej, apoptozie, chemotaksji oraz koagulacji krwi. Jej
funkcja w procesie nowotworowym nie jest wyjasniona
[25]. Kudo i wsp wykazali, ze katepsyna G zwieksza site
zaleznej od stezenia E-kadheryny adhezji miedzykomdrko-
wej w komdrkach raka piersi (MCF-7) [21]. Autorzy suge-
ruja, ze neutrofile naciekajace guz dzieki wtadciwo$ciom
katepsyny G moga mie¢ wplyw na rozwdj nowotworu
i przerzutowanie [21]. Wilson i wsp wykazali, ze inhibicja
funkgji katepsyny G prowadzi do hamowania szlaku prze-
kaznictwa pochodzacego z TGF-p i zaleznego od obnize-
nia ekspresji MCP-1 oraz VEGF zmniejszenia unaczynienia
guza. Autorzy uwazaja, ze katepsyna G moze by¢ potencjal-
nym celem terapeutycznym w leczeniu zmian osteolitycz-
nych indukowanych rakiem piersi [44].

Proteinaza 3

W linii komdérkowej HL-60 zablokowanie PR3 zaha-
mowato proliferacje i réznicowanie komérek bia-
taczki promielocytowej. Podobnie jak w przypadku NE
nadekspresja PR3 wplywa na funkcjonowanie wielu
wewnatrzkomérkowych biatek zaangazowanych w regu-
lacje cyklu komérkowego i réznicowanie. Wykazano
m.in., ze nieswoiste hamowanie protez serynowych
w raku piersi (MCF-7) wykazujacym nadekspresje PR3
powoduje zahamowanie proliferacji i pobudza réznico-
wanie komdrek [45]. Staquicini i wsp wykazali, ze RAGE
i PR3 maja zwiazek z nowotworzeniem oraz przerzutami
[36]. Kompleks RAGE i PR-3 posredniczyty w tworzeniu
przerzutéw raka prostaty do szpiku kostnego. Uwazano,
ze biatka te sa aktywne w niezaleznych od siebie $ciez-
kach i r6znig sie od siebie pod wzgledem funkcjonalnym.
Autorzy sugeruja, ze PR-3 moze mie¢ istotne znaczenie
w powstawaniu nowotworéw swoistych szpikowo oraz
procesie przerzutowania [36].

PobsumowaNiE

Dotychczasowe wiadomo$ci nie pozwalajag na jedno-
znaczne okre$lenie roli NETozy w rozwoju oraz progresji
nowotworu. Prawdopodobnie skutek dziatania NETozy
zalezy od wielu czynnikéw m.in. stanu uktadu immuno-
logicznego czy mikro§rodowska guza. Prowadzone bada-
nia naukowe mogg dostarczy¢ cennych informacji, ktére
moglyby zostaé wykorzystane w praktyce klinicznej.
Lepsze zrozumienie funkcji NETozy w progresji nowo-
tworu moze spowodowac pojawienie sie nowych czynni-
kéw prognostycznych oraz punktéw uchwytu dla terapii
w wielu typach nowotwordw.
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