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Immuunipuolustuksen runsaslukuisimpia valkosoluja ovat neutrofiilit. Neutrofiilien on jo
kauan tiedetty taistelevan patogeeneja vastaan fagosytoimalla. Hiljattain on kuitenkin 16ydetty
my0s mekanismi, jossa neutrofiilit tuhoavat itsensd samalla vapauttaen verkkomaisia
rakenteita, jotka vangitsevat ja neutralisoivat bakteereita, viruksia ja sienid. Ndiden neutrofiilien
solunulkoisiksi ansoiksi kutsuttujen rakenteiden koostumus ja muodostumismekanismit seka
toimintaa immuunipuolustuksessa on pyritty selvittdméddn viimeisen 20 vuoden ajan.
Immuunipuolustusta tukevien toimintojen ohella ansojen on huomattu kuitenkin myds
edistdvin useita patologisia tiloja, kuten syOpdd. Tutkimuksen painopiste onkin siirtynyt
selvittimiin ansoista aiheutuvia haitallisia vaikutuksia ja mahdollisia hoitokeinoja niiden
lievittdmiseen. Tdmid kirjallisuuskatsaus kokoaa yhteen tidméanhetkistd tietoa ansojen

rakenteesta ja muodostumisesta, toiminnasta immuunipuolustuksessa sekd haitallisista

vaikutuksista eri patologisissa tiloissa.
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1 Johdanto

Neutrofiilit ovat synnynndisen immuniteetin monijaokkeisen tuman omaavia granulosyytteja,
joita on ihmisen verenkierrossa 50-70 % kaikista valkosoluista (Amulic ja muut 2012).
Neutrofiilit siirtyvdt verenkierrosta muiden immuunisolujen vapauttamien kemokiinien
houkuttelemana infektiopaikalle, jossa ne osallistuvat patogeenien tappamiseen fagosytoosin ja
degranulaation avulla. Fagosytoosissa neutrofiilit nielevédt pienempid patogeenejd sisddnsd,
jossa syntynyt fagosomi yhdistyy neutrofiilien granuloiden kanssa (Lee ja muut 2003).
Neutrofiilien antimikrobiaalinen kyky perustuu néihin granuloihin, jotka muiden entsyymien
ohella siséltdvit NADPH-oksidaasia (engl. NADPH-oxidase, NOX), joka tuottaa patogeeneille
myrkyllisid reaktiivisia happilajeja (engl. Reactive Oxygen Species, ROS).

Fagosytoosin ja degranulaation lisdksi neutrofiileilld on kolman puolustusmekanismi, NEToosi
(Brinkmann ja muut 2004). NEToosi on sdddelty solukuoleman muoto, jossa neutrofiilin
solukalvon repeytymisen yhteydessd soluvélitilaan vapautuu kromatiinin ja solun proteiinien
muodostamia verkkomaisia rakenteita. Nditd rakenteita kutsutaan neutrofiilien solunulkoisiksi
ansoiksi (engl. Neutrophil Extracellular Traps, NETs). Liséksi tunnetaan myds NEToosin
muoto, jossa kalvorakenteet eivit repeydy ja DNA seki siihen liitetyt proteiinit poistetaan
solusta vesikkelien mukana. Téllaisen NEToosin ldpikdyvit neutrofiilit sdilyttdvit osan
toiminnoistaan. Fagosytoosin ja degranulaation rinnalla NEToosin tehtdvd on hairitd

tunkeutuvien patogeenien toimintaa.

Normaaleissa olosuhteissa ja terveelld ihmiselld NEToosi on tehokas mekanismi patogeenien
pyséyttimiseen. NEToosiin liittyy kuitenkin myds immuniteetille haitallinen puoli, jota
esiintyy useissa tautitiloissa, kun neutrofiilien NEToosi on sddtelemitontd. Oikein toimiessaan
neutrofiilit vangitsevat ja tuhoavat NEToosin avulla bakteereita, viruksia ja sienid, sekd
osallistuvat verenkierrossa paikallisesti patogeenien levidmisen estimiseen. Sddtelemattomana
NEToosissa vapautuvat solunulkoiset ansat kuitenkin voivat vaurioittaa kudoksia seki edistaa
useiden patologisten tilojen heikentymistd. N&ihin kuuluvat esimerkiksi monet

autoimmuunisairaudet ja syopa.

Tédma tutkielman tavoitteena on kdyda lépi ansojen rakennetta ja muodostumisen mekanismeja
tamén hetken tiedon pohjalta sekd yhdistdd rakenne ansojen tehtdviin immuunipuolustuksessa.
Lisdksi tutkielmassa késitellddn myds NEToosin isdnndlleen aiheuttamaa tuhoa ja mahdollisia

tapoja lieventdd kyseisid negatiivisia vaikutuksia.



2 Neutrofiilien solunulkoiset ansat

Neutrofiilien solunulkoiset ansat ovat soluvélitilaan vapautuneita DNA:sta ja sithen
kiinnittyneistd proteiineista rakentuvia sdikeitd, jotka osallistuvat immuunipuolustukseen
immobilisoimalla ja myds tappamalla patogeeneja (Fuchs ja muut 2007). Ansojen
vapautuminen tapahtuu pédasiassa solukuolemaan johtavassa prosessissa, joka on nimetty
NEToosiksi. Prosessin alussa neutrofiilit lopettavat liikkumisen ja depolarisoituvat. Tatd seuraa
tumakotelon hajoaminen ja DNA:n dekondensoituminen. Dekondensoitunut kromatiini siirtyy
solulimaan ja sekoittuu sielld soluliman ja granuloiden proteiinien kanssa. Lopulta neutrofiilien

solukalvo repedd ja muodostuneet verkkomaiset rakenteet vapautuvat solusta ulos.

2.1 Ansojen koostumus

Neutrofiilien solunulkoisten ansojen muodostuminen on yksi neutrofiilien tavoista taistella
patogeeneja vastaan. Ansojen spontaani muodostuminen on kuitenkin harvinaista, minka takia
niiden in vitro tutkiminen vaatii neutrofiilien indusoimista erilaisten drsykkeiden avulla
(Petretto ja muut 2019). Yleisimpié kdytettyjé drsykkeitd ovat kemialliset yhdisteet forboliesteri
(engl. Phorbol Myristate Acetate, PMA) ja kalsimysiini (engl. Calcimycin tai Calcium
ionophore, A23187) sekd mikrobit, kuten bakteeri S. aureus ja sieni C. albicans.
Lipopolysakkaridit (LPS) ovat myds yleisesti kéytettyja rakenteita, jotka jaljittelevét hyvin
infektiotilaa.  Patogeenien lisdksi myds wuseat endogeeniset rakenteet, kuten

immuunikompleksit, aktivoituneet verihiutaleet seka sytokiinit, indusoivat NEToosia.

Neutrofiilien solunulkoiset ansat havaittiin ensimmaéisen kerran vuonna 2004 (Brinkmann ja
muut 2004). Tutkimuksessa aktivoituneita lepdévid neutrofiileja indusoitiin PMA:lla, IL-8:1la
sekd lipopolysakkaridilla. Elektronimikroskopian avulla huomattiin solujen viliseen tilaan
muodostuneita sdikeitd, jotka koostuivat 16ystyneestd kromosomaalisesta DNA:sta ja sithen
kiinnittyneistd proteiineista. Myohemmin on myds havaittu ansoja, joissa DNA on joko
kokonaan (Yousefi ja muut 2009) tai osittain (Lood ja muut 2016) mitokondriaalista DNA:ta.
Ansoihin pddtyvan DNA:n alkuperdn uskotaan méairdytyvin pitkalti kdytettyjen drsykkeiden
mukaan. Ansojen DNA:sta noin 10 % oli mitokondriaalista DNA:ta, kun neutrofiilien
stimulanttina toimi PMA, nigericin, C. albicans tai B-streptokokki (engl. Group B
streptococcus, GBS) (Kenny ja muut 2017). Kalsimysiinilld indusoitujen ansojen DNA:n

osuudesta noin 25 % oli mitokondriaalista.

DNA:n alkuperdn méadrddviat mekanismit ovat vield osittain tuntemattomia. Paremmin

tunnetaan ansojen lopullinen proteiinikoostumus sekd ansojen muodostumisen kannalta



merkittidvit proteiinit. Kuten DNA:n, my0s ansojen proteiinikoostumus on osittain erilainen
riippuen siitd, mikd yhdiste tai mikrobi toimii &rsykkeend. Ansoihin on kuitenkin aina

kiinnittyneeni joukko konservoituneita, toiminnalle ja muodostumiselle tarkeitd proteiineja.

Vuonna 2009 tehdyssid tutkimuksessa ansoista tunnistettiin 24 eri proteiinia, kun neutrofiileja
stimuloitiin PMA:lla (Urban ja muut 2009). Térkeimpid tunnistettuja proteiineja olivat
asurofiilisten granuloiden neutrofiili elastaasi (NE) ja myeloperoksidaasi (MPO), nukleosomin
histoniproteiinit (H2A, H2B, H3 ja H4) sekd solulimassa sijaitseva kalprotektiini (engl.
Calprotectin). Kun drsykkeend kdytettiin gramnegatiivisen Pseudomonas aeruginosa bakteerin
eri kantoja, tunnistettiin kaikkien kantojen vélilld 33 yhteistd ansoihin liitettyd proteiinia
(Dwyer ja muut 2014). Yhteensd eri kantojen indusoimissa ansoissa tunnistettiin 45-80
proteiinia. Arsykkeille yhteisten proteiinien joukossa oli aiemmin nimettyjen proteiinien lisiksi
tarkeitd antimikrobiaalisia proteiineja, kuten laktoferriini (engl. Lactoferrin, LF), AZU1 (engl.
Azurocidin 1) sekd katepsiini G (engl. Cathepsin G, CTSG). Tuoreemmassa tutkimuksessa
PMA:lla, kalsimysiinilld ja E. colin LPS:114 indusoitujen neutrofiilien muodostamista ansoista
pystyttiin identifioimaan kokonaisuudessaan 330 eri proteiinia, joista 74 proteiinia l0ytyi
kaikista lopputuotteista (Petretto ja muut 2019). Tunnistetuista proteiineista iso osa on

proteiineja, jotka on liitetty tulehdustilaan sekd autoimmuunisairauksiin.

2.2 Ansojen muodostumisreitit

Tunnetuin ja yleisin NEToosin muoto on nimetty lyyttiseksi NEToosiksi (engl. Suicidal
NETosis) (Fuchs ja muut 2007). Tdmi muodostumisreitti kestdd 3—8 tuntia ja lopputuloksena
neutrofiili kuolee solukalvon repeydyttyd. Myohemmin on havaittu myés NEToosin muoto,
jossa ansojen vapautuminen tapahtuu 5-60 minuutissa neutrofiilin siilyttdessd osan
toimintakyvyistdédn. Tété vaihtoehtoista mekanismia kutsutaan ei-lyyttiseksi NEToosiksi (engl.
Vital NETosis) (Pilsczek ja muut 2010). Nididen selkedsti toisistaan erotettavissa olevien
muodostumisreittien lisdksi on havaittu mitokondrion DNA:ta (mtDNA) siséltdvid ansoja
(Yousefi ja muut 2009). NEToosin voi laukaista aiemmin jo mainitut ja monet muut drsykkeet.

Eri arsykkeiden on kuitenkin huomattu aktivoivan vaihtelevasti eri NEToosin muotoja.

2.21 Lyyttinen NEToosi

Lyyttisen NEToosin lopputuloksena ansoja vapautuu neutrofiileistd solukalvon repeytyessi,
johtaen solukuolemaan (Fuchs ja muut 2007) (Kuva 1). Tdima muoto on riippuvainen NOX-
kompleksin tuottamista ROS-yhdisteistd. ROS-tuotannosta riippuvaisen lyyttisen NEToosin
voi laukaista mm. PMA ja useat mikrobit, kuten C. albicans ja GBS (Kenny ja muut 2017).



Arsykkeet aktivoivat suoraan proteiinikinaasi C:n (engl. Protein kinase C, PKC), joka
puolestaan aktivoi NOX-kompleksin tuottamaan ROS-yhdisteitd. ROS-yhdisteet aktivoivat
asurofiilisten granuloiden MPO:sta, NE:std ja CTSG:sté koostuvia proteiinikomplekseja. MPO
reagoi ROS-yhdisteiden kanssa tuottaen hapettavia yhdisteitd, jotka vapauttavat NE:n
kompleksista mahdollistaen sen siirtymisen tumaan. Tumassa NE proteolysoi nukleosomien
histoneita, mikd johtaa kromatiinin 16ystymiseen. Myds MPO siirtyy tumaan ja kiinnittyy
kromatiiniin edistden sen 10ystymistd. MPO:n toimintamekanismi tumassa tunnetaan heikosti,

mutta tiedetdéin, ettd se on riippumatonta sen entsymaattisesta aktiivisuudesta.

Samanaikaisesti NE-aktiivisuuden kanssa, lisdéntynyt kalsiumionien méérd solussa johtaa
peptidyyliarginiinideiminaasi 4 (PAD4) aktivaatioon (Leshner ja muut 2012). PAD4 on
vastuussa histonien (H3, H2A ja H4) hypersitrullinaatiosta, jossa entsyymi katalysoi
histoniproteiinien arginiinin aminohapon muuttumista sitrulliiniksi. Sitrullinaatio neutralisoi

histonien varausta, heikentéen histonien ja DNA:n vilisisé elektrostaattisia vuorovaikutuksia.

Noin 3,5 tunnin kuluttua NEToosin indusoinnista, havaitaan tumakalvon repeytyminen (Fuchs
ja muut 2007). Loystynyt kromatiini ja histonit sekoittuvat solulimassa granulaaristen
proteiinien kanssa, muodostaen valmiita ansoja. NEToosin aikana solukalvon ldpdisevyys
muuttuu Gasdermin D (GSDMD) -proteiinin toimesta, mikd mahdollistaa solun lyysaantumisen
ja ansojen vapautumisen (Sollberger ja muut 2018). GSDMD on kalvoihin reikid muodostava
proteiini, jonka tiedetdén toimivan erityisesti pyroptoosissa. Lyyttisessé NEToosissa NE

pilkkoo GSDMD:n sen aktiiviseen muotoon.

Kenny ja muut (2017) testasivat lyyttisen NEToosin riippuvuutta ROS-tuotannosta
neutrofiileilld, jotka eristettiin kroonista granulomatoottista tautia (engl. Chronic
granulomatous disease, CGD) sairastavista potilaista. CGD-potilailla on mutaatioita geeneissé,
jotka koodaavat NOX-kompleksin alayksikoitd. Tdma tarkoittaa, ettd potilaiden neutrofiilit
eivit pysty tuottamaan ROS-yhdisteiti. Huomattiin, ettd ROS-yhdisteiden tuotanto oli
vélttimitontd PMA:1la ja osittain myds mikrobeilla indusoidussa NEToosissa. C. albicans hiiva
saattoi my0s aktivoida NEToosia itse tuottamiensa ROS-yhdisteiden kautta niin, ettei NOX-

kompleksia tarvittu.

2.2.2 Ei-lyyttinen NEToosi

Ei-lyyttisessd muodossa havaitaan ansojen muodostuminen erittdin nopeasti ilman NOX-

kompleksin tuottamia ROS-yhdisteitd (Pilsczek ja muut 2010). Toisin kuin solukuolemaan



johtavassa NEToosissa, ei-lyyttisessa NEToosissa neutrofiilit sdilyttdvdt osan normaaleista
toiminnoistaan. Neutrofiilien tiedetdén olevan lyhytikdisid lopullisesti erilaistuneita soluja,
jotka pystyvit osittain sdilyttimédn elin- ja efektoritoimintonsa myds ilman proteiinisynteesia.
Toisin sanoen tuman ja sen siséltdimidn kromatiinin on tiedetty olevan neutrofiileille ei-
vélttimitontd jo kauan (Malawista ja muut 1989). Tdmai tukee ajatusta siitd, ettd neutrofiili

pystyisi jatkamaan liikkumista ja fagosytoosia lyhyen aikaa DNA:n poistamisen jélkeen.

Ei-lyyttinen kromatiinin vapautuminen kuvattiin ensimmadisend systeemisséd, jossa LPS:11a
aktivoidut verihiutaleet indusoivat nopeaa ansojen vapautumista (Clark ja muut 2007).
Myo6hemmin Pilsczek ja muut (2010) havaitsivat, ettd S. aureuksella indusoidut neutrofiilit
lisdsivit soluvilitilassa havaittavan DNA:n méaardad 10 kertaiseksi tunnin sisilld, kun muiden
bakteerien kohdalla DNA:n méadrd kasvoi vain 2-3 kertaiseksi. /n vivo tutkimuksessa
polymorfonukleaariset solut vapauttivat nopeasti ansoja ihon bakteeri-infektiossa (Yipp ja muut
2012). T4td nopeaa NEToosia on sittemmin huomattu laukaisevan monet tekijét, kuten GM-
CSF (engl. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), aktivoituneet verihiutaleet,
A23187 ja immuunikompleksit (Gao ja muut 2025). Ei-lyyttinen NEToosi perustuu
vesikulaatioon. Tédssd mekanismissa kromatiini 16ystyy ja yhdistyy granulaaristen proteiinien
kanssa, jonka jdlkeen se pakkautuu tumasta muodostuneisiin vesikkeleihin. Neutrofiili voi

poistaa vesikkelit soluvilitilaan sdilyttden osan toiminnastaan.

My0s mitokondriaalista DNA:ta siséltidvid ansoja on raportoitu esiintyvén (Yousefi ja muut
2009). Tutkimuksessa neutrofiilit tuottivat mtDNA:ta siséltidvid ansoja noin 15-20 minuuttia
indusoinnin jédlkeen. Neutrofiilit altistettiin ensin GM-CSF sytokiinille, jonka jélkeen niitd
indusoitiin LPS:114 tai C5a:lla. Ansojen vapautuminen oli ROS-riippuvaista. Lymfosyyttien on
myos raportoitu vapauttavan mtDNA:ta niin, ettd solut jadvét eloon (Ingelsson ja muut 2018).
Granulosyyteistd poikkeavasti nima rakenteet eivét kuitenkaan sisédltianeet lyyttisid entsyymejé.
Solunulkoisen mtDNA:n toiminnallinen rooli on vield tuntematon, mutta NEToosiin liitettyja
mtDNA ansoja on ldydetty verestd useissa eri patologisissa tiloissa, kuten SLE:ssé (engl.

Systemic lupus erythematosus, SLE) (Lood ja muut 2016).

2.3 NEToosi ja muut solukuoleman muodot

Lyyttinen NEToosi johtaa muiden ohjelmoitujen solukuolemien tavoin neutrofiilin kuolemaan.
Siksi on tdrkedd pystyd erottamaan NEToosi omaksi tapahtumakseen. Apoptoosi on
ohjelmoidun solukuoleman muoto, jonka tehtivd on poistaa elimistdstd vaurioituneet,

tarpeettomat ja vanhat solut (Rosazza ja muut 2021). Apoptoosi on tdysin riippuvainen



kaspaasientsyymeistd, jotka pilkkovat solun proteiineja johtaen solun kuolemaan. Apoptoosin
estiminen kaspaasi-inhibiittorilla ei vaikuttanut NEToosiin ja ansojen muodostumiseen.
NEToosi on siis seurausta ei-apoptoottisesta prosessista. Molekulaarisella tasolla myos
pyroptoosi on riippuvainen yhdestd tai useammasta kaspaasientsyymistd riippuen sen

laukaisevasta drsykkeesta.

Lyyttinen / N\ A\
NEToosi (e [ ce )
/—b ( — —
Patogeenit, S/ N\ 4
DAMPIt
(Oe]

V q
a
Verihiutaleet,

immuunikompleksit \ iy

Ei-lyyttinen
NEToosi

Kuva 1. Riippuen drsykkeestd neutrofiili kdy ldpi joko lyyttisen tai ei-lyyttisen NEToosin. Luotu
Biorenderilld, Biorender.com.
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3 Ansat immuunipuolustuksessa

Osana synnynnéistd immuniteettia ansojen térkein tehtéva on puolustaa elimistdd patogeeneilta
(Papayannopoulos 2018). Ansat koostuvat DNA:sta ja histoneista sekd granulaarisista ja
soluliman proteiineista. Nadmi proteiinit ja ansojen verkkomainen rakenne vastaavat
fysiologisista toiminnoista. Infektiossa patogeenit jadvdt ansoihin jumiin ja immobilisoituvat.
Ansojen antimikrobiaaliset proteiinit ovat mukana sienien, gram-negatiivisten ja gram-
positiivisten bakteerien, virusten sekd loisten neutraloinnissa. Immuunipuolustuksen lisdksi

ansat ovat mukana immuunijérjestelmén sdételyssd ja immunotromboosissa.

3.1 Isannan puolustus

Neutrofiilit ovat fagosyyttejd, jotka tappavat mikrobeja nielemélld ne sisddnsé. Jotkin mikrobit
ovat kuitenkin lilan suuria nieltdvdksi. Neutrofiileilla on erityinen mikrobien
tunnistusmekanismi, joka mahdollistaa antimikrobiaalisten reaktioiden valikoimisen
patogeenien koon mukaan. Erityisesti sienien kohdalla fagosytoosi on osoittautunut
inefektiiviseksi puolustusmekanismiksi, mikd viittaa NEToosin vélttimittomyyteen
puolustuksessa isompia mikrobeja vastaan (Branzk ja muut 2014). C. albicans on hiivalaji, joka
muodostaa suuria sienen perikkéisistd soluista muodostuneita rihmoja, hyyfeja. Tutkimuksessa
Candida albicans hiiva laukaisi NEToosin vain, kun neutrofiilit kohtasivat niita suurikokoisia
hiivapartikkeleita. NEToosia ei siis vélttimattd sdédtele hiivan ekspressoimat pintamolekyylit
tai hiivan entsymaattinen aktiivisuus vaan sen koko. Ansojen antifungaalisesta aktiivisuudesta
vastaa kalprotektiini (Urban ja muut 2009). Kalprotektiini toimii kelaattina eli se sitoo
mikrobien kasvulle téirkeitd metalli-ioneja, kuten sinkki- ja magnesiumioneja. Ansojen
antifungaalinen aktiivisuus pystyttiin estimddn lisddmalla sinkki- tai magnesiumionien

konsentraatioita koeymparistossa.

Ansat vangitsevat ja osallistuvat bakteerien tuhoamiseen (Brinkmann ja muut 2004).
Brinkmann ja muut havaitsivat in vitro sekd gram-negatiivisten- ettd gram-positiivisten
bakteerien jddvin kiinni ansoihin. Ansojen kyky tappaa bakteereita on seurausta niiden
rakenteen mahdollistamasta korkeasta paikallisesta antimikrobiaalisten proteiinien
pitoisuudesta. Verihiutaleiden ekspressoima TLR4 (engl. Toll-like receptor 4) sitoo septisessi
veressd gram-negatiivisten bakteerien LPS-molekyylejd ja ndin aktivoituneet verihiutaleet
indusoivat neutrofiileja tuottamaan ansoja (Clark ja muut 2007). Tétd verihiutaleiden
vuorovaikutusta neutrofiilien kanssa havaittiin in vivo hiirimallissa, mutta my6s ihmissoluilla

virtauskammiossa. Sekéd in vivo ettd in vitro ansat vangitsivat E. coli -bakteereita tehokkaasti ja
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lisddmalld virtauskammioon DNaaseja, bakteerien vangitseminen védheni merkittdvésti.
Ansoissa esiintyvit seriiniproteaasit, kuten NE ja CTSG, pystyvit vaurioittamaan bakteereja
pilkkomalla solukalvon proteiineja (Domon ja Terao 2021). Ansojen bakterisidinen rooli on
kuitenkin kyseenalaista ja tdrkeimmaésséd roolissa uskotaan olevan bakteerien vangitseminen.
Silmén sarveiskalvon Pseudomonas aeruginosa -infektiossa ansoilla havaittiin tarked rooli
bakteerien levidmisen estdmisessd (Thanabalasuriar ja muut 2019). Kohdatessaan P.
aeruginosan muodostamassa biofilmissd ekspressoidun tyypin III eritysjdrjestelmén (engl.
Type IlI secretion system, T3SS), neutrofiilit alkavat tuottaa solunulkoisia ansoja. Ansat estdvét
bakteerien levittdytymistd aivoihin, mutta samalla osallistuvat antibioottiresistentin biofilmin

muodostumiseen.

Neutrofiilien solunulkoisilla ansoilla on myds todettuja rooleja virusten torjunnassa.
Verkkomainen rakenne vangitsee ja immobilisoi viruspartikkeleita sdhkdstaattisten voimien
avulla (Barr ja muut 2018). Positiivisesti varautuneiden aminohappojen avulla ansat pystyvit
sitomaan negatiivisen pintavarauksen omaavia viruksia, kuten influenssa A:ta, HIV-1:ti ja
norovirusta. Barr ja muut havaitsivat in vivo tutkimuksessa ansojen kaappaavan HIV-VLP
(engl. HIV viral-like particles, HIV-VLP) rakenteita 3-4 kertaa tehokkaammin
dendriittisoluihin verrattuna. HIV-1:n kaappaamisen liséiksi ansat edistévét viruksen tuhoamista
useiden antimikrobiaalisten proteiinien kautta (Saitoh ja muut 2012). Alfa-defensiinit ovat
pienid peptideitd, jotka pystyvdt tuhoamaan viruksia rikkomalla niiden vaipan rakennetta.
Ansoissa esiintyvd LL37 (engl. Cathelicidin) on pieni peptidi, jolla on mahdollinen elimistoa
suojaava rooli virusinfektioissa (Wang ja muut 2021). Tutkimuksessa LL37 pystyi estimééin

pseudovirusten toiminnan sitoutumalla itse virusten kohdereseptoreihin.

Sienten, bakteerien ja virusten lisdksi my0s useiden loisten aiheuttamat infektiot houkuttelevat
paikalle neutrofiilejd (Diaz-Godinez ja Carrero 2019). Ansojen tarkka rooli loisinfektioissa
tunnetaan kuitenkin vield heikosti. /n vitro tehdyt tutkimukset osoittavat, ettd ansat kykeneviét
joidenkin alkueldinten vangitsemiseen ja tuhoamiseen. Loisten tuhoutuminen on kuitenkin

todettu rajalliseksi.

3.2 Immunotromboosi

Tromboosi on ilmid, jossa verisuonen sisille muodostunut hyytyma johtaa osittain tai kokonaan
verisuonen tukkeutumaan ja veren virtauksen estymiseen (Engelmann ja Massberg 2013).
Viimeaikainen tutkimus on osoittanut immuunisolujen osallistumista hyytymisprosessiin,

jonka tehtdvd on estdd patogeenien toimintaa. Tdmé tromboosin muoto on nimetty
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immunotromboosiksi (Grover ja Mackman 2018) (Kuva 2). Immunotromboosissa
immuunisolujen tukema veren hyytyminen immobilisoi ja estdd patogeenien levidmistd ja
tunkeutumista kudoksiin. Lisdksi verihyytymidt muodostavat alueen, jossa antimikrobiaalisten
tekijoiden pitoisuus on suuri edistden néin patogeenien tuhoamista. Prosessissa patogeeneille
tai PAMP-rakenteille (engl. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs) altistunut
endoteeli alkaa sitomaan ja aktivoimaan leukosyyttejd, erityisesti monosyyttejd. Aktivoituneet
monosyytit ja verihiutaleet ekspressoivat infektio- tai kudosvauriopaikalla hyytymistekija I1l:a
(engl. Tissue factor, TF), joka osallistuu immunotromboosin kdynnistdmiseen. Neutrofiilit
hakeutuvat aktivoituneelle endoteelille pitkdlti samankaltaisella prosessilla, jonka avulla ne
siirtyvit verenkierrosta tulehduspaikalle (Yago ja muut 2018). Prosessissa aktivoitunut
endoteeli ekspressoi P-selektiinii, ICAM-1:td (engl. Intracellular Adhesion Molecule) ja
proteoglykaaniin kiinnittynyttd CXCL1 kemokiinid. Ndmi molekyylit sitovat veressd virtaavia

neutrofiilejé ja indusoivat mydhemmin neutrofiilin solunulkoisten ansojen muodostumista.

Ansat osallistuvat immunotromboosiin useiden reittien kautta (Fuchs ja muut 2010). Ne sitovat
ja aktivoivat verihiutaleita sekd aiheuttavat verihiutaleiden aggregaatiota syvén
laskimotukoksen (SLT) yhteydessd. Ansoissa esiintyvien seriiniproteaasien on havaittu
osallistuvan veren hyytymiseen seki in vitro ettid in vivo tutkimuksissa (Massberg ja muut
2010). Seriiniproteaasi NE osallistuu hyytymisenestotekija TFPL:n (engl. Tissue Factor
Pathway Inhibitor, TFPI) inaktivaatioon ja sitd kautta hyytymiselle tirkeén fibriinin
muodostumiseen. Lisdksi ansojen nukleosomit osallistuvat sisdisen hyytymisreitin (engl.
Intrinsic Pathway of Coagulation) kdynnistdmiseen aktivoimalla tekijé XII:td. (engl. Factor XII,
FXII). Immunotromboosi ja ansat ovat siis tdrkeitd tekijoitd patogeenien tunnistamisessa,

hillitsemisessi ja tuhoamisessa.
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Kuva 2. NEToosi kuvattuna immunotromboosissa. Neutrofiilien solunulkoiset ansat yhdessé
aktivoituneiden verihiutaleiden ja muiden veren komponenttien kanssa muodostavat paikallisia trombeja,
joiden tehtdvind on estdd patogeenien eteneminen. Luotu biorenderilld, Biorender.com.
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4 Ansojen patogeneesi

On selvdd, ettd neutrofiilien solunulkoiset ansat osallistuvat selektiivisesti elimiston
puolustukseen vangitsemalla ja tuhoamalla bakteereita, sienid, viruksia ja loisia
(Papayannopoulos 2018). Samat rakenteet ja mekanismit, jotka mahdollistavat ansojen
toiminnan elimiston puolustuksessa ovat sddteleméttoméind osallisena lukuisissa patologisissa

tiloissa.

4.1 Ansat autoimmuunisairauksissa

Autoimmuunisairaudet ovat kroonisia sairauksia, joissa elimisto ei kykene tunnistamaan omia
rakenteita normaalisti, minkd seurauksena se hyokk&a niitd vastaan. (" Autoimmuunisairaudet”
2025). Erilaisia autoimmuunisairauksia on todettu yli 80 ja niiden kehittyminen on monien
tekijoiden yhteisvaikutusta. Autoimmuunisairauksissa neutrofiilien solunulkoisia ansoja
pidetddn immuunitoleranssin hdiritsijoind ja autoantigeenien esittelijoind. Ansoilla uskotaan

olevan rooli erityisesti SLE:ssd (engl. Systemic Lupus Erythematosus, SLE) ja nivelreumassa.

SLE on autoimmuunisairaus, jossa synnynndisen ja hankitun immuniteetin vélinen virheellinen
toiminta johtaa autovasta-aineiden ja immuunikompleksien runsaaseen muodostumiseen ja
kertymiseen kudosiin, mikd johtaa kudosvaurioihin (Lazar ja Kahlenberg 2023). SLE:ssd
neutrofiilien solunulkoiset ansat altistavat kaksijuosteista DNA:ta ja tuman proteiineja
immuunijérjestelmélle, johtaen autovasta-aineiden tuotantoon. SLE-potilaiden on havaittu
tuottavan DNaasi I inhibiittoreita ja ansoille spesifisid vasta-aineita, johtaen elimiston

heikentyneeseen kykyyn hajottaa ja poistaa ansoja (Hakkim ja muut 2010).

Nivelreuma on yleinen ja pitkdaikainen tulehduksellinen nivelsairaus, jossa immuunipuolustus
hyokkdd omia nivelkalvoja vastaan (Gravallese ja Firestein 2023). Sen ensisijainen
ilmenemismuoto on niveltulehdus, jonka oireita ovat symmetrinen ja useissa nivelissd
ilmentyvd kipu, turvotus ja jaykkyys. Merkittivd osa nivelreumaa sairastavista ilmentda
nivelreumalle tyypillisid autovasta-aineita, kuten reumatekijai (engl. Rheumatoid Factor, RF)
sekd sitrullinoitujen peptidiantigeenien autovasta-aineita. Neutrofiilien solunulkoisten ansojen
sisiltimidt PAD4 entsyymin sitrullinoimat proteiinit ovat nivelreumassa keskeinen
autoimmuniteetin aiheuttaja (Fresneda Alarcon ja muut 2021). Sitrullinoidut proteiinit johtavat
ACPA (engl. Anti-Citrullinated Peptide Auto-Antibodies, ACPAs) vasta-aineiden
kehittymiseen ja tulehduksen voimistumiseen. Nivelreumaa sairastavien nivelkalvokudoksesta
voidaan havaita ansojen rakenteita, kuten neutrofiilielastaasia, myeloperoksidaasia ja

sitrullinoituja histoniproteiineja. Ansoissa esiintyvd NE pystyy suoraan hajottamaan ruston
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komponentteja nivelkalvoissa samalla voimistaen tulehduksellisia reitteja makrofageissa ja
FLS-soluissa (Carmona-Rivera ja muut 2020). Tulehdusta edistdvien vaikutusten liséksi ansat
indusoivat FLS-solujen tuottamien PAD2-entsyymien vapautumista mikd lisdd ruston
proteiinien sitrullinaatiota. Sitrullinoidut proteiinit taas johtavat T-solujen tuottamien

spesifisten autovasta-aineiden tuottoon edistéen tulehdusta.

4.2 Ansat ja Psoriaasi

Psoriaasi on iholla esiintyva krooninen tulehduksellinen sairaus, jonka esiintyvyys lansimaissa
on 2 % luokkaa (Pinegin ja muut 2015). Psoriaasikselle tunnusomaista on keratinosyyttien
voimakas jakautuminen sekd neutrofiilien runsas siirtyminen epidermikseen. Psoriaasin
tyypillisid oireita ovat koholla olevat pienet ihottumat, jotka ovat kutisevia ja hilseilevii.
Psoriaasin puhkeamiseen vaikuttavat geneettiset, immunologiset sekd ympdaristotekijét.
Neutrofiilien solunulkoisten ansojen pitoisuuksien todettiin olevan selvidsti suuremmat
psoriaasista sairastavilla henkil6illd, kuin terveilld ihmisilli (Hu ja muut 2016). Ansojen
médrdlld ddreisveressd oli suora korrelaatio psoriaasin oireiden vakavuuden kanssa. Lisdksi
ansat indusoivat keratinosyyttejd tuottamaan beeta-defensiini-2 peptidid (hBD-2). hBD-2 on
thon antimikrobiaalinen peptidi, jonka yliekspressointi on yhteydessd pDC-solujen (engl.
Plasmacytoid Dendritic Cell, pDC) aktivaatioon. pDC-solut tuottavat suuria méérid tyypin 1

interferoneja (IFN-1), jotka voimistavat autoimmuunisairauksissa tulehdustilaa.

4.3 Ansat vaurioittavat kudoksia

Normaalissa tilassa neutrofiilien solunulkoiset ansat osallistuvat myonteisesti kudosvaurioiden
parantumiseen (S. Zhu ja muut 2021). Kun elimist ilmentdd ansoja liikaa, niissé esiintyvit
granulaariset proteiinit ja histonit kuitenkin héiritsevét korjausprosessia sekd aiheuttavat
suoraan kudosvauriota. Kudosten vaurioituessa endoteelisolut osallistuvat angiogeneesin, jossa
olemassa olevista verisuonista muodostuu uusia verisuonia. Tdma prosessi on tirkedd haavojen
ja kudosvaurioiden parantumisen kannalta. Neutrofiilien solunulkoiset ansat aiheuttavat
suoraan endoteelisolujen vaurioitumista ja ndin heikentévdt haavojen ja kudosvaurioiden
parantumista. Ansojen sytotoksisuus on korkempaa sairauksissa, joissa ansojen
poistomekanismit ovat heikentyneet tai neutrofiilit 1dpikdyvat NEToosia normaalia enemmaén
(Carmona-Rivera ja muut 2015). SLE-potilailla esiintyy korkea madiard LDN-soluja (engl. Low-
Density Neutrophils, LDNs), jotka ovat tulehdusta edistivd neutrofiilien alaluokka. LDN-
solujen tuottamat ansat siséltdvit huomattavasti korkeamman pitoisuuden MMP-9 (engl.

Matrix-metalloprotease-9, MMP-9) proteiinia, joka aktivoi MMP-2 (engl. Matrix-
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metalloprotease-2, MMP-2) proteiineja. Tutkimuksessa Carmona-Rivera ja muut (2015)

havaitsivat ndiden proteiinien aiheuttavan verisuonten endoteelin vaurioitumista.

Ansojen runsaslukuisimpia proteiineja ovat histoniproteiinit, joiden tiedetddn olevan
sytotoksisia endoteeli- ja epiteelisoluja kohtaan (Saffarzadeh ja muut 2012). Histoniproteiinit
estdvit endoteeli- ja epiteelisolujen solukasvua ja aiheuttavat vaurioita pitoisuuden mukaan.
Tutkimuksessa Saffarzadeh ja muut (2012) havaitsivat histoneille spesifisten vasta-aineiden
vihentdvin ansojen aiheuttamaa sytotoksisuutta. Lisdksi on havaittu erittdin negatiivisesti
varautunut polysialohappo pystyy kiinnittymddn histoneihin. Tutkimuksessa histonien tai
ansojen esi-inkubointi  polysialohapolla védhensi merkittidvisti niiden aiheuttamaa

sytotoksisuutta.

4.4 Ansatja Syopa

Neutrofiilit ovat kasvaimen mikroympériston (engl. Tumor microenvironment, TME)
runsaslukuisin immuunisolutyyppi (De Meo ja Spicer 2021). Kasvaimissa esiintyvét neutrofiilit
(engl. Tumor-associated neutrophils, TANs) tuottavat normaalitiloissa esiintyviin
neutrofiileihin  verrattuna merkittdvdsti enemmin neutrofiilien solunulkoisia ansoja.
Kasvainsolut vilittdvit useita tekijoitd, jotka lisdéviat TAN-solujen NEToosia. Toisaalta ansat
osallistuvat syOvdn kehittymiseen lisddmilld kasvainsolujen jakautumista, edistamélld

immunosuppressiivista TME:té ja edistamélld syovén metastaasia.

Kasvainsolujen ekspressoimat tulehdukselliset sytokiinit, kuten IL-8 ja TNF-a indusoivat
neutrofiilien NEToosia (Cai ja muut 2020). IL-8 on voimakas neutrofiilien kemoattraktantti eli
aine, joka houkuttelee soluja siirtyméén kohti suurempaa pitoisuutta. IL-8 on havaittu
indusoivan NEToosia useissa sydvissd, kuten rintasyovissd (B. Zhu ja muut 2021).
Rintasyovéssd NF- kB (engl. Nuclear factor kappa B, NF- «B) transkriptiotekijdn mutaatio
johtaa sen jatkuvaan aktivaatioon edistien kasvaimen kehittymistd. NF- kB signalointireitti on
IL-8 sytokiinin ekspressoinnin ylévirrassa ja ndin sytokiinin tasot ovat TME:ssé lisdéntyneet.
Toisaalta neutrofiilien solunulkoisissa ansoissa esiintyvdi HMGBI1 (engl. Human mobility
group box protein 1, HMGB1) on RAGE:n (engl. Receptor for advanced glycation end
products, RAGE) ligandi, joka aktivoi NF-«kB signalointireittia.

Kasvainten indusoimat neutrofiilien solunulkoiset ansat suojaavat myds syopésoluja
sytotoksisilta T-soluilta ja NK-soluilta (Teijeira ja muut 2020). Ansat kietoutuvat ja peittavét

syOpésoluja suojaten niitd sytotoksisilta soluilta ndin estden sydpésolujen ja immuunisolujen
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kontaktin. Lisdksi Teijeira ja muut (2020) havaitsivat ansojen heikentdvén lymfosyyttien

litkkkumista ja toimintoja tuntemattomalla mekanismilla.

Ansat edistdvit myds metastaasia osallistumalla epiteeli-mesenkyymi-muutokseen (engl.
epithelial-mesenchymal transition, EMT), jossa epiteelisolut muuttuvat mesenkymaalisoluiksi
(T. Zhu ja muut 2021) (Kuva 3). Tutkimuksessa T. Zhu ja muut (2021) tutkivat AGS-solujen
(engl. Human gastric cancer cell line, AGS) avulla neutrofiilien solunulkoisten ansojen
vaikutusta solujen migraatiokykyyn ja EMT:hen. Tutkijat huomasivat ansojen edistdvin AGS-
solujen migraatiokykyd, mikd voitiin estdd inhiboimalla ansoja. Kun AGS-soluja késiteltiin
ansojen kanssa, tutkijat huomasivat epiteelisolujen ekpressoiman merkkiaineen viahentymisen
ja mesenkyaalisten solujen ekspressoiman merkkiaineen lisddntymisen. Myos tdmé vaikutus

voitiin estdd inhiboimalla ansoja.

Kuva 3. Neutrofiilien solunulkoiset ansat aktivoivat kasvainsoluissa epiteeli-mesenkyymi-muutoksen ja
néin edistidvét syovin metastaasia. Luotu Biorenderilld. Biorender.com.

4.5 Ansatja Covid-19

SARS-CoV-2 viruksen aiheuttaman COVID-19 infektion oireita ovat hengitystieongelmat ja
useiden elinten toimintahdiriot (Cesta ja muut 2023). Vakavassa koronavirustartunnassa
keuhkokudoksen tulehdustila on voimistunut ja seerumin tulehduksellisten sytokiinien taso on

noussut. Tulehdustilassa tuotetut sytokiinit ja kemokiinit houkuttelevat paikalle verenkierron
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neutrofiilejd ja aktivoivat niitd tuottamaan neutrofiilien solunulkoisia ansoja. Vakavaa
koronavirustartuntaa sairastavien neutrofiili-lymfosyytti suhde on merkittdvésti suurempi
verrattuna lievén tartunnan potilaisiin (Leppkes ja muut 2020). Vakavassa tartunnassa myds
verenkierron vapaan DNA:n, sitrullinoitujen histoni-3 proteiinien sekd DNA-MPO-kompleksin
ja DNA-NE-kompleksin médrdt ovat kohonneet normaalitilaan verrattuna. Useiden
patogeenien aiheuttamat infektiotilat johtavat rajalliseen neutrofiilien vérvdykseen ja ansojen
muodostumiseen elimiston puolustamista varten. Vakavissa koronavirustartunnoissa ansojen
muodostumista tapahtuu verenkierrossa LDN-solujen toimesta kuitenkin litkaa, mika voi johtaa

nopeaan keuhkojen pienten verisuonien tukkeutumiseen.

Keuhkojen verisuoniston tukkeutumisen ja siitd seuraavien hengitysticongelmien lisdksi
neutrofiilien solunulkoiset ansat saattavat my0s edistdd SARS-CoV-2 viruksen infektiokykya
suoraan (Hong ja muut 2022). Aikaisempien koronavirusten tapaan SARS-CoV-2 infektoi
kohdesoluja sen lipidikalvon pinnan piikki-glykoproteiinien avulla, jotka pystyvit sitoutumaan
kohdesolujen angiotensiinikonvertaasi 2 eli ACE2 proteiineihin (Sun 2021). Piikkiproteiiniensa
reseptoreina  SARS-CoV-2 virus pystyy ACE2 proteiinin lisdksi kéyttimdin myds
siaalihappoja, joita esiintyy solujen pinnalla glykolipidien ja glykoproteiinien
oligosakkarideissa. Hong ja muut (2022) havaitsivat tutkimuksessaan SARS-CoV-2 virusten
tehostuneen tarttuvuuden johtuvan neutrofiilien solunulkoisten ansojen positiivisesti
varautuneista H3 ja H4 histoneista. Hong ja muut esittdvét virusten kdyttavin histoneita
negatiivisesti varautuneen piikkiproteiinin S2-alayksikon ja kohdesolujen siaalihapon vélisend

siltana.
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5 Solunulkoiset ansat hoidon kohteena

Edelld mainituissa ja monissa muissa patologisissa tiloissa osallisena olevia ansoja tutkitaan
talla hetkelld paljon mahdollisena terapeuttisena kohteena sairausten oireiden hoidossa.
Ansoihin kohdistuva tutkimus on suurimmaksi osaksi vield prekliinisessd vaiheessa, joka pyrkii

joko estdmién ansojen muodostumista tai hillitsemién jo muodostuneiden ansojen toimintaa.

Ansojen muodostumisen mekanismit ovat vield osittain tuntemattomia. Kuitenkin tunnetaan
useita proteiineja, jotka osallistuvat ansojen muodostumisen sédételyyn ja vapautumisen
mahdollistamiseen. ~PAD-entsyymiperhe koostuu proteiineista, jotka katalysoivat
histoniproteiinien sitrullinaatiota (Bicker ja Thompson 2013). Tarkemmin PAD4 entsyymin on
todettu osallistuvan kromatiinin l0ystdmiseen NEToosissa. Vuoden 2015 tutkimuksessa
MRL/lpr-hiirissd todettiin kiihtynyt ansojen muodostuminen kontrollihiiriin verrattuna sekd
ansoille spesifisten autovasta-aineiden tuottoa (Knight ja muut 2015). Klooriamidiinilla
pystyttiin inhiboimaan PAD4 entsyymin toimintaa ja seurauksena ansojen muodostumista
hiirissd. PAD-inhibition havaittiin vihentévin proteinuriaa ja immuunikompleksien kertymaa
munuaisissa. Haimatulehduksessa yhdeksi kudosvauriota aiheuttavaksi tekijéksi on tunnistettu
neutrofiilien solunulkoiset ansat. Disulfiram (DSL) inhiboi GSDMD-proteiinia, joka
mahdollistaa ansojen vapautumisen neutrofiileisti muodostamalla huokosia solukalvojen
pinnalle (Ling ja muut 2023). Haimatulehduksesta kérsivissd hiirimalleissa neutrofiilien
tunkeutuminen haimakudokseen véheni huomattavasti DSL-hoidolla. Lisdksi kyseisissd
hiirissi GSDMD-proteiinia ekspressoitiin  merkittdvésti enemmén normaaleihin hiiriin
verrattuna. Ekspressio véhentyi DSL-hoidolla. Disulfiramin huomattiin lisdksi vdhentdvan
haimakudoksessa esiintyvien MPO-DNA-kompleksien méiarda. MPO-DNA-kompleksit ovat

ansojen merkkiaineita.

Ansojen toiminnan kannalta tirkein komponentti on niiden tukirangan muodostava DNA.
Verenkierrossa esiintyvét ansat vangitsevat ja edistivdt sydpédsolujen metastaasia DNA:n
muodostamien verkkojen avulla (Cools-Lartigue ja muut 2013). Hiirimallissa DNaaseilla
onnistuttiin vihentdméén ansojen aiheuttama syovén kehittyminen. DNaasi-hoidon ongelmana
on kuitenkin epéspesifisyys ja siitd johtuva DNaasien haitallinen aktiivisuus. DNaasi-hoidon
tehokkuutta vihentdd lisdksi DNaasien lyhyt puoliintumisaika sekd verenkierrossa esiintyvét
DNaasi-inhibiittorit. Geeniterapia tarjoaa lupaavan ratkaisun perinteisessd injektiossa
esiintyviin ongelmiin. AAV (engl. Adeno-associated virus, AAV) vektorin pakkaaminen

Anc80L65 kapsidiin mahdollisti DNaasi I geenin siirtdimisen maksaan ja pidempiaikaisen
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DNaasi I ekspression (Xia ja muut 2020). Tutkimuksessa Xia ja muut selvittivit AAV:n avulla
maksaan siirretyn DNaasi I geenin tehokkuutta metastasoituneen paksusuolen syovin hoidossa.
Seka naaras- ettd uroshiirilld metastaasin kehittyminen vdheni geeniterapian myotd. DNaasi I -
hoidon myonteiset vaikutukset yhdistettiin neutrofiilien solunulkoisten ansojen merkittdvien
merkkiaineiden vdhentymiseen sydpésoluissa ja verenkierrossa. Esimerkiksi sitrullinoitujen
histoni H3 proteiinien taso oli merkittavésti pienempi AAV-DNaasi I -hoitoa saaneilla hiirilla
kontrollihiiriin verrattuna. Lisdksi verenkierron ansojen midrda MPO-DNA-kompleksien

médrdlld mitattuna todettiin vihentyneen merkittavasti.

Neutrofiilien solunulkoisten ansojen kohdistaminen eri sairauksien ja tautien hoidossa on
lupaava, mutta vield pitkdlti tuntematon hoitomuoto. Ansoilla tiedetdén olevan negatiivinen
rooli lukuisissa patologisissa tiloissa ja ansojen muodostumista ja toimintaa vahentdmalla on jo
saatu aikaan positiivisia tuloksia. Toisaalta ansat ovat tdrked osa immuunipuolustusta ja
virheellinen inhibitio voi aiheuttaa patologisten tilojen kehittymistd huonompaan suuntaan.
Siksi ansoihin kohdistuvan hoidon potentiaalin saavuttaminen vaatii vield paljon ansojen

muodostumismekanismeja ja toimintaa selvittdvad tutkimusta.
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