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Neutrofiler har sedan linge betraktats som immunfo6r-
svarets infanteri och en forsta forsvarslinje vid hotan-
de infektion. Bevipnade med proteolytiska enzymer,
antimikrobiella peptider och formaga att bilda reak-
tiva syreradikaler (ROS) patrullerar neutrofiler blod-
banan redo for att eliminera inkraktande mikroorga-
nismer.Rekryterade avandra typer av celler och lokalt
frisatta cytokiner kan neutrofiler migrera ut i infek-
terad och skadad vavnad for att fullgéra sin uppgift.
Linge trodde man att vapenarsenalen endast ut-
gjordes av fagocytos (nir neutrofilen omsluter och in-
aktiverar den frimmande patogenen) eller degranule-
ring (nar neutrofilen utséndrar antimikrobiella pepti-
der och enzymer som oskadliggor inkraktaren).
Borjan pa ett paradigmskifte intridde emellertid for
drygt ett decennium sedan i och med beskrivningen
av en ny mekanism genom vilken neutrofilen forsva-
rar organismen mot inkréktare [1]. Genom att fran cell-
kdrnan frisitta nitliknande strukturer innehallan-
de kromatin (DNA och histoner) tickta med antimik-
robiella peptider (Figur 1) - neutrophil extracellular
traps (NET) - kunde man visa att neutrofilerna fanga-
de in och oskadliggjorde bade grampositiva och gram-
negativa bakterier (Figur 2). Pa detta sitt forhindrar
neutrofilerna bakteriespridningen, och eftersom na-
ten innehéller hoga koncentrationer av for bakterien
toxiska molekyler avdédas inkrdktarna lokalt i nétet.
Inte bara bakterier har visats inducera NET. NET fri-
sitts exempelvis i hogre grad som svar pa stora mi-
krobstrukturer, som inte enkelt kan fagocyteras, sa-
som svamphyfer [2].
Betydelsen av NET i bekdmpningen av virus ar inte

Figur 2. Neutrofilers nat fangar in och oskadliggor bakterier, sdval grampositiva
(Staphylococcus aureus [till vanster]) som gramnegativa (Salmonella typhimurium
[i mitten] och Shigella flexneri [till hdger]). Fran: Brinkmann, et al [1], med tillstand
fran Association for the Advancement of Science.

Figur 1. Neutrofiler frisatter sitt kdrninnehall i stora nat
(NET) bestaende av DNA och histoner tackta med granu-
lara proteaser och antimikrobiella peptider. Bilden visar
NET inducerade av lipopolysackarid in vitro med samloka-
lisation av neutrofilt elastas (gront) och DNA (blatt). Fran:
Kaplan, et al [66), med tillstand fran American Association
of Immunologists.

lika val beskriven, men virus kan ocksa inducera
NET-bildning [3,4].

NET utgor dock sannolikt inte bara ett skydd f6r or-
ganismen,utan kan ocksa vara skadligt och involverat
i patofysiologin vid en rad olika sjukdomstillstand [5].

Fréan kérna till nat
Sedan upptackten for 15 ar sedan har antalet veten-

HUVUDBUDSKAP

o Neutrophil extracellular traps (NET) upptacktes for
drygt ett decennium sedan som en del av vart medfod-
daimmunforsvar. Genom att utsondra sitt karninnehall i
natlika strukturer bestaende av DNA och histoner tack-
ta med antimikrobiella peptider kan neutrofilen fanga
in och oskadliggora invaderande mikroorganismer.

o NET ar inte bara av godo; okontrollerad NET-bildning
kan ocksa vara skadlig. Studier visar att NET spelar en
central roll vid flertalet bade infektiosa och icke-infektio-
sa tillstdnd - sdsom autoimmuna sjukdomar, trombos-
sjukdomar och cancer.

e Framtiden far utvisa huruvida markoérer for NET kan

anvandas vid diagnostik eller som maltavlor for terapeu-
tiska behandlingar vid olika sjukdomstillstand.
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skapliga publikationer inom detta félt 6kat kraftigt
(en s6kning i Pubmed pa »neutrophil extracellular
traps« ger drygt 2 000 traffar, varav nistan 400 under
2018).Trots denna betydande 6kning av studier ar det
dock fortfarande oklart vad som triggar neutrofilen
till NET-bildning och hur denna dramatiska cellulara
process egentligen regleras.

I en forsta studie kunde visas hur isolerade neutro-
filer som exponerades for forbol-12-myristat-13-acetat
(PMA), lipopolysackarid (LPS) eller interleukin 8 (IL-8)

A. Olika stimuli resulterari att

B. Enzymerna neut- C. Kdrnmembranet spricker, och
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k e R NADPH-oxidas aktiveras och rofilt elastas (NE) och neutrofilen kastar slutligen ut sina
frisatte NET in vitro [1]. Man visade senare hur neutro- bildar reaktiva syreradikaler myeloperoxidas (MPO) nét (NET) bestdende av DNA och
filers NADPH-oxidas bildar hoga halter av reaktiva sy- (ROS). ROS aktiverar enzymet forflyttas till cellkérnan, citrullinerande histoner tickta

. . . . peptidylarginindeiminas 4 (PAD4),  dar de bidrar ytterli- med proteaser.
rerad1kalf3r (61, 'Vﬂk_et katalyserar NET-bl'ldnlngS'pl"O- som translokeras till cellkirnan gare till uppluckring av
cessen via aktivering av enzymet peptidylarginin- och citrullinerar histoner i kromatinet.

deiminas 4 (PAD4), som citrullinerar histoner i cell-
kdrnan [7].

Citrullineringen gor att histonerna férlorar en del
av sin positiva laddning och ddarmed slapper fran det
negativt laddade DNA:t. Samtidigt forflyttar sig en-
zymerna neutrofilt elastas (NE) och myeloperoxidas
(MPO) till cellkdrnan,dér de bidrar till ytterligare upp-
luckring av kromatinet [8]. Cellkdrnan formforiandras,
kdrnmembranet spricker och kromatinet frisitts till
cytoplasman.

Vil ute ur cellkdrnan binder kromatinet till ytterli-
gare proteaser [6], varpa cellmembranet 6ppnas upp i
en programmerad process som skiljer sig fran apoptos
och nekros [6], och neutrofilen kastar ut sina nét for
att fainga och déda inkraktarna (Figur 3).

Genom NET-processen beskrev man saledes hur
neutrofilen begick en sorts biologisk »kamikaze-
attacke, och begreppet suicidal NET-bildning mynta-
des. Detta begrepp modifierades dock nagra ar senare
da en forskargrupp [9] visade att vissa neutrofiler ock-
sa kunde kasta ut sina nét utan varaktig destruktion
av cellmembranet, sk vital NET-bildning. P4 sa sitt
kunde neutrofilerna leva vidare och fortsatt vara im-
munologiskt aktiva.Vital NET-bildning har visats vara
en process oberoende av reaktiva syreradikaler och
betydligt snabbare (minuter) dn suicidal NET-bild-
ning (timmar).

Patienter med kronisk granulomatos sjukdom, som
karakteriseras av nedsatt funktion av NADPH-oxidas
och oférmaéga till produktion av reaktiva syreradika-
ler, har dock visats oformogna till NET-bildning. Ge-
nom genterapi har man lyckats aterstilla funktionen
hos NADPH-oxidas och férmégan till NET-bildning
[10], vilket talar for vikten av reaktiva syreradikaler
vid bildning av NET.

Man har ocksa sett att neutrofiler kan frisitta nit
med mitokondriellt DNA [11] och att andra immun-
celler sasom makrofager, basofiler och eosinofiler ock-
sa bildar extracelluldra nat [12]. Mycket ar fortfaran-
de oklart kring dessa olika processer, och pagaende
forskning forsoker belysa bakomliggande mekanis-
mer mer i detalj.

For mycket av det goda

Forskningen kring neutrofilernas sofistikerade for-
svarsstrategi mot inkriaktande mikroorganismer gav
snabbt insikten att néten inte bara férsvarar organis-
men mot inkriktare, utan att NET-bildning ocksa kan
skada organismen. Nitstrukturen lokaliserar de hoga
koncentrationerna av potentiellt skadliga kroppsegna
molekyler som finns i NET, men okontrollerad bild-
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kromatinet. Citrullineringen

gor att histonerna forlorar en

del av sin positiva laddning och
darmed slépper fran det negativt
laddade DNA:t, och kromatinet
luckras upp.

Figur 3. Schematisk illustration av NET-bildning.

ning och/eller otillracklig nedbrytning av niten kan
skada organismen och t ex bidra till endotelskada [13]
och trombosbildning [14].

NET som patofysiologisk mekanism har pa senare
tid kunnat kopplas till en rad icke-infektidsa tillstand
utéver trombos, sasom autoimmuna sjukdomar [15]
och cancer [16].

Hur néiten elimineras i kroppen ar dnnu inte klar-
lagt, men tidiga in vitro-studier visade att endogent
deoxiribonukleas kan bryta ner nétens ryggrad, DNA
[1]. Likasa har man kunnat visa att heparin - som ge-
nom sin negativa laddning har hog affinitet for de po-
sitivt laddade histonerna - demonterar niten [14].

Kanske central roll vid autoimmuna sjukdomar
Autoimmuna sjukdomar kidnnetecknas av ett over-
drivet inflammatoriskt svar med produktion av auto-
antikroppar mot kroppsegna strukturer. Vissa studier
talar for att molekyldra strukturer i NET kan utgdra
autoantigener och ddrmed spela en central roll i upp-
komsten av autoimmuna sjukdomar sasom systemisk
lupus erythematosus (SLE), reumatoid artrit och sma-
karlsvaskulit [17].

Neutrofiler isolerade fran patienter med autoim-
muna sjukdomar har visats ha 6kad benédgenhet for
NET-bildning in vitro [18], och systemisk exponering
for niten och dess komponenter har foreslagits vara
en utlosande faktor for aktivering avimmunsystemet
[19]. Vid SLE forekommer en éverproduktion av anti-
kroppar mot kidrnantigen (ANA) och anti-DNA-anti-
kroppar, men ocksa antikroppar mot myeloperoxidas
och neutrofilt elastas, alla centrala bestandsdelar i
neutrofilernas nit.

Néten stimulerar till antikroppsbildning, och det
forstarkta immunsvaret och immunkomplexen som
bildas kan leda till fortsatt NET-bildning och upp-
komst av en ond cirkel. Det har ocksa rapporterats
att det vid SLE foreligger begransad formaga att bry-
ta ner naten, eftersom de ar tickta med autoantikrop-
par och darmed inte dr atkomliga f6r nedbrytande en-
zymer som deoxiribonukleas [20]. SLE-patienter kan
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dessutom ha hoga nivaer av endogena himmare av
deoxiribonukleas, vilket har visats korrelera med kli-
nisk sjukdomsmanifestation [21].

Cirkulerande antikroppar mot citrullinerade
proteiner ar starkt kopplade till reumatoid artrit. Cit-
rullineringen kréaver aktivering av PAD-enzym, vil-
ket (som ndmnts ovan) spelar en central intracellular
roll vid NET-bildning. Neutrofilernas PAD-enzym fri-
sétts extracellulart i samband med NET-bildning och
anses kunna bidra aven till extracellular citrulline-
ring, vilket kan ses vid reumatoid artrit [22]. Neutrofil-
deriverade nit kan ocksa pavisas i synovialviavnad
fran patienter med reumatoid artrit, och dess fore-
komst korrelerar dven hiar med sjukdomsaktivitet,
grad av systemisk inflammation och forekomst av
antikroppar mot citrullinerade proteiner [23].

Pa liknande sitt tror man att minskad nedbryt-
ning av NET kan spela roll vid ANCA (antineutrofila
cytoplasmaantikroppar)-associerad smakarlsvaskulit
[24, 25] dar man ser autoantikroppar mot myeloper-
oxidas och myeloblastin (PR3), proteiner som frisitts
vid NET-bildning. Vid SLE har man visat att Libman-
Sacks endokardit, som vanligen ar starkt associerad
med forekomst av fosfolipidantikroppar, kan vara
kopplad till NET-bildning [19]. Man har vidare pavisat
NET i glomeruli vid histopatologiska undersékningar
av njurbiopsier fran patienter med smakarlsvaskulit,
och férekomsten har korrelerat till sjukdomsgraden
[24].

Kan bidra till trombotiska tillstind

2013 myntades begreppet immuntrombos [26] nar
man visade hur immunsystemet interagerar med
koagulationssystemet i syfte att begriansa infek-
tionstillstand. Studier har belyst hur neutrofilerna,
som dominerar tidigt vid aktivering av det medfodda
immunforsvaret, och NET spelar en avgorande roll i
detta samspel. Genom att bilda NET och intravasku-
lara mikrotromboser i vitala organ [27] fangar neutro-
filerna in och eliminerar bakterierna, vilket forhind-
rar infektionens spridning.

Den protektiva effekten till trots kan dock kérloc-
klusion och immuntrombosbaserad NET-bildning fa
forodande konsekvenser och medverka i utveckling
av sepsisassocierad disseminerad intravasal koagula-
tion (DIC), en valkiand och svar klinisk komplikation
vid sepsis.

Ytterligare studier har belyst flera av néitens
protrombotiska egenskaper. Niten &ar klibbiga och
bildar stora aggregat. Darigenom kan de ockludera
sma karl [27] men ocksa stabilisera fibrinbildningen
och fibrinnitverket och ddrmed forsvara fibrinolysen
- kroppens formaga att 16sa upp tromber [28].

Av betydelse ar ocksa att neutrofilernas nit binder
bade trombocyter och réda blodkroppar [14] och andra
protrombotiska faktorer sasom von Willebrand-fak-
torn [14], mikropartiklar [29] och vavnadsfaktor (tissue
factor) [30]. De negativt laddade ytorna pa natens DNA
aktiverar koagulationskaskaden via faktor XII [31],
och histonerna aktiverar trombocyter [32], som i sin
tur ytterligare forstarker NET-bildningen hos narlig-
gande neutrofiler. Proteolytiska enzymer i natverken
forstarker trombosprocessen genom att klyva och in-
aktivera endogena antikoagulerande faktorer sasom
tissue factor pathway inhibitor« (TFPI) [33].

»Som vid alla nya upptackter genomsyras den tidiga
NET-forskningen av évertro och barnsjukdomar, och
entusiasmen dver neutrofilernas nat vid en rad sjuk-

domstillstand har ibland lett till vertolkning ...«

Kraftig neutrofilaktivering med otyglad NET-bild-
ning har, forutom vid mikrotrombotisering i samband
med sepsis, &ven kunnat pavisas vid icke-infektiosa
tillstand [34].

Ett starkt bevis for betydelsen av NET vid vends
tromboembolism kom 2010 ndr markorer for NET pa-
visades i savil plasma som tromber hos babianer med
djupa ventromboser [14]. Behandling med deoxiribo-
nukleas och heparin brét ned naten och forhindrade
trombbildning.

NET har sedan dess visats bidra dven till arteriell
trombos, tex vid ischemisk stroke [35] och vid akut
hjartinfarkt [30, 36], tillstaind diar man ocksa sett
att mingden néit i tromberna samvarierat med in-
farktstorlek.

Till skillnad fran systemisk inflammation och sva-
rare infektionstillstand, dar néiten bildas i blodbanan
och sedan kan ge upphov till disseminerad trombo-
tisering av sma kérl, bildas néten vid kardiovaskular
sjukdom troligtvis lokalt i och omkring tromben som
en konsekvens av lokal kirlskada, trombotiserings-
processen, hypoxi och lokal inflammation. Det finns
dock mycket som fortfarande ar oklart kring NET vid
arteriell trombos, och ytterligare studier kravs inom
omradet.

Ny majlig mekanism vid cancerassocierad trombos
Trombos ar en allvarlig och relativt vanlig kompli-
kation vid cancer [37]. Eftersom inflammation ar en
nyckelkomponent vid cancer [38], och neutrofilernas
nit visats vara starkt protrombotiska, har hypotesen
uppkommit att NET kan bidra till cancerassocierad
trombos. Den forsta studien publicerades 2012 [39],
dar det visades att neutrofiler bildade hoga nivaer av
NET i blodbanan vid kronisk myeloisk leukemi, lung-
cancer och brostcancer och att dessa nit kunde ater-
finnas i tromber i lungans kérl. Man foreslog att den
forandrade systemiska miljon som kan ses vid cancer
lurar neutrofilerna till NET-bildning, och en ny moéjlig
mekanism bakom cancerassocierad trombos var dar-
med postulerad.

Systemisk induktion av NET vid cancer bekraftades
kort darefter, ndr man visade att neutrofiler fran fris-
ka individer bildade nat vid inkubation i plasma fran
cancerpatienter men inte i plasma fran friska indivi-
der [40].

vilka plasmaderiverade faktorer som stimulerar
neutrofiler till NET-bildning vid cancer ar dnnu inte
klarlagt, men studier talar for att tumodrderiverade
och cirkulerande cytokiner sasom granylocytkoloni-
stimulerande faktor (G-CSF) [39, 41] och IL-8 [40] samt
den hypoxiska intratumorala miljon [42] kan spela
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Figur 4. NET bidrar till metastasering och trombos vid
cancer. 1) Tumoren utséndrar en okand faktor i blodbanan,
tex ett cytokin eller en kombination av cytokiner, vilket
triggar neutrofiler till att utséndra NET. 2) NET binder och
skyddar cancerceller mot upptéckt avimmunceller. 3) NET
kan ocksa fasta cancerceller till kdrlvaggen; proteaser
bundna till n4ten degraderar karlvaggen och mojliggor
transmigration av cancerceller ut i vavnaden. 4) NET akti-
verar och binder trombocyter och réda blodkroppar samt
aktiverar koagulationskaskaden. NET medierar harigenom
hyperkoagulation och trombbildning vid cancer.

roll. Flera studier har undersékt kopplingen mellan
cancer, NET och trombos.

Vi har i en av vara studier kunnat visa hoga niva-
er av NET i blodet hos strokepatienter med bakomlig-
gande cancer [43], och niten aterfanns ocksa i trom-
ber i flera organ. En annan svensk forskargrupp visa-
de samtidigt i musmodeller att niten ansamlades i
blodkarl perifert fran tuméren och bidrog till nedsatt
perfusion och organsvikt hos drabbade organ [41]. No-
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tabelt var att detta kunde reverseras genom elimine-
ring av niten med tillfort deoxiribonukleas.

Nagra ar senare kunde samma forskargrupp i ytter-
ligare djurforsék visa att ocksd PAD4-hdmmare for-
hindrade organskadan genom att himma neutrofiler-
nas formaga till NET-bildning [44].

Parallellt med fynden att NET paverkade cancerasso-
cierad trombos observerades att niten ocksa kunde
bidra till tumorvixt och metastasering. Redan 2013
publicerades bilder av NET i tumorer vid Ewings sar-
kom [45],0och mangden av pavisade nit korrelerade till
metastasering av tumoren.

Samma ar publicerades ocksa data som visade att
niten kunde finga cancerceller pd samma satt som
de fangade bakterier och pa sa sitt omsluta och skyd-
da cancercellerna mot att upptickas av immunfor-
svaret [46]. Man visade att infangandet av cancercel-
ler var associerat till metastasering bade in vitro och
in vivo, och man lyckades i musmodeller forhindra
metastasering genom att eliminera niten med deoxi-
ribonukleas.

Under 2016 publicerades en studie [47] som visade
att ndten omringade metastaserande cancerceller och
stimulerade till invasion och migration av brostcan-
cerceller in vitro. Behandling med nanopartiklar tack-
ta med deoxiribonukleas reducerade markant meta-
stasering till lungor i musmodeller. Nyligen visades
ocksa att NET kan vicka slumrande cancerceller som
kan finnas i syre- och naringsfattiga delar av solida
tumorer [48].

Nivan av citrullinerad histon H3 (H3Cit), som anses
vara en NET-specifik markor eftersom den bildas spe-
cifikt under NET-processen [49], har vidare visats vara
forhojd i plasma hos patienter med avancerad cancer
[50]. Hoga cirkulerande nivéer korrelerade till saimre
6verlevnad, vilket skulle kunna spegla dels metasta-
seringsprocessen, dels multiorgansvikt beroende pa
mikrotrombotisering och/eller endotelskada.

Huruvida niten ocksa i viss man kan skada cancer-
celler via sin arsenal av toxiska substanser dr d&nnu
oklart, men allt fler studier ger alltsa stod for en be-
tydelse av NET vid tumdrprogression, metastasering
och cancerassocierad trombos (Figur 4).

En smula skepsis blandad med framtidstro

Som vid alla nya upptéickter genomsyras den tidiga
NET-forskningen av 6vertro och barnsjukdomar, och
entusiasmen over neutrofilernas nat vid en rad sjuk-
domstillstand har ibland lett till 6vertolkning av fyn-
den [51]. Histopatologiska undersokningar av NET ar
svara, eftersom fixering med olika kemiska substan-
ser kan ge morfologiska forandringar hos neutrofiler-
na liknande dem som ses vid NET-bildning [52]. Lika-
sd kan det vara svart att skilja pa fibrinnatverk (vil-
ka ocksa bryts ner av deoxiribonukleas) och NET vid
elektronmikroskopiska undersékningar [53].

Niamnas bor ocksa att en del studier som har iso-
lerat neutrofiler vid olika sjukdomstillstand framkal-
lat NET-bildning in vitro med hjalp av icke-fysiolo-
giska stimulus (t ex forbol-12-myristat-13-acetat) och
sedan dragit den tvivelaktiga slutsatsen att den ak-
tuella sjukdomen &r associerad till NET-bildning. De
patofysiologiska studierna har néstan uteslutande
utfoérts pa mass, och eftersom det finns relativt sto-
ra immunologiska skillnader mellan mus och méin-
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Neutrofil som fangar in Helicobacter pylori-bakterier.
Svepelektronmikroskopisk bild tillhandahallen av Volker
Brinkmann, Max Planck Institute for Infection Biology,
Berlin, Tyskland.

niska [54] ska dessa studier sjalvfallet tolkas med for-
siktighet.

Slutligen bor ocksa vad som bendmns vara cirku-
lerande NET-markorer ifragasittas. Manga studier
pavisar cellfritt DNA, myeloperoxidas och neutrofilt
elastas i blodet och beskriver detta som patognomont

for NET. Dessa markorer aterfinns dock i forhéjda ni-
vaer i blodet vid en rad sjukdomstillstand, inte minst
vid autoimmuna sjukdomar, oberoende av NET-bild-
ning. Citrullinerad histon H3 betraktas, som namnts
ovan, som en NET-specifik markor eftersom histo-
nernas citrullinering ar det inledande och avgorande
steget i NET-bildning [49]. Enzymet peptidylarginin-
deiminas 4, som citrullinerar H3, forekommer visser-
ligen primairt i neutrofiler, men det &r viktigt att pa-
peka att detta enzym ocksé finns uppreglerat i vissa
cancerceller [55], och cirkulerande H3Cit skulle darfor
dven kunna komma direkt fran tumorceller.

Sammanfattningsvis fortsitter forskningsfaltet
kring NET att expandera,och i takt med optimering av
metoder som kan detektera och méta féorekomsten av
neutrofilernas nat kommer vi sékerligen att fi battre
forstaelse for deras kliniska relevans. Potentiella far-
makologiska NET-hdmmare och behandlingsmdjlig-
heter att avlidgsna niten och minimera deras skador
ligger ocksa i forskningens framtid.

Huruvida NET-markorer kan komma att anviandas
i diagnostik, vid prognostisering eller som nya mal-
tavlor f6r behandling vid vissa sjukdomstillstand far
framtiden utvisa. O

@ Potentiella bindningar eller javsforhallanden: Inga uppgivna.
Citera som: Lékartidningen. 2019;116:FI3S

SUMMARY

The neutrophil’'s multifaceted traps
- the Dr Jekyll and Mr Hyde of the immune system

Neutrophil extracellular traps (NETs) were first
described over a decade ago as part of our innate
immune system. Through the extracellular release of
web-like structures composed of DNA and histones
coated with antimicrobial peptides, the neutrophil was
shown to entrap and disarm invading microorganisms.
Recent data now propose a central role of NETs

in a variety of non-infectious conditions - such as
autoimmunity, thrombosis, and cancer - revealing that
NETs may not only be beneficial, but also harmful if
uncontrolled. Continued investigations into the clinical
relevance of NETs will shed further light on the utility of
biomarkers associated with NETs, and may open for new
therapeutic options in several disease settings.
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