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Нейтрофилы играют двойственную роль в защите организма. Они способны проникать в инфици-
рованные ткани и уничтожать там болезнетворные микроорганизмы, выделяя агрессивные бакте-
рицидные вещества. Попадая в окружающие ткани, агрессивные продукты секреции нейтрофилов 
инициируют развитие воспалительных процессов. Инвазия нейтрофилов в ткани наблюдается при 
развитии пневмонии у пациентов с легочными заболеваниями различной этиологии, включая ост-
рый респираторный дистресс-синдром при коронавирусной инфекции. Синтетический кортико-
стероидный гормон дексаметазон оказывает терапевтическое действие при лечении заболеваний 
легких, в том числе снижает смертность пациентов с тяжелым течением COVID-19. Мы изучили 
острые (краткосрочные) эффекты дексаметазона на адгезию нейтрофилов к фибриногену и сопут-
ствующую секрецию. Дексаметазон не влиял ни на прикрепление нейтрофилов к субстрату, ни на 
их морфологию. Продукция активных форм кислорода и оксида азота нейтрофилами в процессе 
адгезии также не изменялась в присутствии дексаметазона. Дексаметазон стимулировал высво-
бождение металлопротеиназ в дополнение к белкам, секретируемым нейтрофилами при адгезии 
в контрольных условиях, и избирательно стимулировал высвобождение свободной аминокис-
лоты гидроксилизина, продукта лизилгидроксилазы. Металлопротеиназы играют ключевую роль 
и тесно взаимодействуют с лизилгидроксилазой в процессах перестройки внеклеточного матрикса. 
Терапевтический эффект дексаметазона может быть связан с его способностью через изменение 
состава секреции нейтрофилов реорганизовывать внеклеточный матрикс, следствием чего может 
быть улучшение газообмена у больных с тяжелым течением легочных заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нейтрофильное воспаление, нейтрофил, адгезия, секреция, гидроксилизин, метал-
лопротеиназа, лизилгидроксилаза, активные формы кислорода, оксид азота.
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Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; ЛГ – лизилгидроксилаза; MMP-9 – матриксная метал-
лопротеиназа 9; HBSS – сбалансированный солевой раствор Хенкса; DAF-2 – диаминофлуоресцеин; DCF – 2′,7′-ди-
хлорфлуоресцеин; D-PBS – фосфатно-солевой буфер Дульбекко; PMA – форбол 12-миристат 13-ацетат.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Нейтрофилы играют двоякую роль в воз-
никновении и течении воспаления. Они вно-
сят вклад в защиту организма от инфекций 
благодаря способности мигрировать из крове-
носных сосудов в инфицированные ткани и 
уничтожать вторгшиеся патогенные микробы, 
секретируя бактерицидные агенты. Те  же са-
мые агрессивные бактерициды могут вызвать 

развитие воспаления в окружающих тканях 
хозяина. Интегрин-зависимая адгезия нейтро-
филов к тканям, сопровождающаяся секреци-
ей противовоспалительных медиаторов, про-
исходит при реперфузии после ишемии и на 
ранних стадиях диабета  [1–3]. Инвазия ней-
трофилов в легкие наблюдается также при раз-
витии пневмонии у больных муковисцидозом, 
хронической обструктивной болезнью легких и 
другими легочными заболеваниями, включая 
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острый респираторный дистресс-синдром при 
заболевании COVID-19 [4–7]. Количество ней-
трофилов значительно увеличивается в крови у 
пациентов с острым респираторным дистресс-
синдромом при коронавирусной болезни. Это 
увеличение, наряду с увеличением числа ней-
трофилов по отношению к числу лимфоцитов, 
рассматривается как предвестник критическо-
го состояния и смертности пациентов [8].

Дексаметазон, синтетический глюкокор-
тикоидный гормон (аналог преднизолона), 
снижает смертность у пациентов с тяжелой 
формой COVID-19, но механизм его действия 
еще предстоит выяснить  [9–13]. Терапевтиче-
ский эффект дексаметазона, по крайней мере 
частично, заключается в воздействии на ак-
тивность нейтрофилов, агрессивная секреция 
которых рассматривается как возможная при-
чина развития воспалений при остром рес-
пираторном дистресс-синдроме. Применение 
дексаметазона у пациентов с тяжелым течени-
ем COVID-19 приводило к снижению общего 
количества нейтрофилов и количества IFN-
активных нейтрофилов, а также к увеличению 
количества незрелых иммуносупрессивных ней-
трофилов [14].

Целью нашей работы было изучение дей-
ствия дексаметазона на функциональные от-
веты нейтрофилов, связанные с инвазией этих 
клеток в ткани и их способностью иницииро-
вать воспалительные процессы. Дексаметазон, 
как и другие глюкокортикоиды, действует через 
геномный путь, но также вызывает быстрые 
негеномные ответы, связанные с его действием 
на биологические мембраны  [15–17]. Зрелые 
нейтрофилы лишены способности к делению, 
и синтез белка и мРНК у них значительно 
снижен по сравнению с делящимися клетка-
ми. Резкие изменения в уровнях нескольких 
сотен мРНК в нейтрофилах человека проис-
ходят через 2 ч после взаимодействия с бак-
териями, но не отражаются на уровнях соот-
ветствующих мРНК, полученных через 1 ч, 
с некоторыми исключениями. Cинтез IL-8 и 
экспрессия мРНК в нейтрофилах, стимули-
рованных антителами к  IgE, начинается через 
3 ч после инициирующего воздействия  [18, 19]. 
В  качестве модели интегрин-зависимой ад-
гезии нейтрофилов к тканям мы использо-
вали адгезию к субстрату, покрытому фибри -
ногеном. Прикрепление нейтрофилов к суб-
страту и сопутствующая секреция происхо-
дили и практически завершались в течение 
20–25 мин  [20]. Мы предполагаем, что про-
явившиеся за это время эффекты дексамета-
зона носят преимущественно негеномный ха-
рактер.

Мы провели исследование действия дек-
саметазона на прикрепление нейтрофилов к 
субстрату, на морфологию прикрепленных 
клеток, а также на сопутствующую секрецию 
активных форм кислорода  (АФК), оксида 
азота  (NO), белков и свободных аминокислот. 
Продуцируемые нейтрофилами в процессе ад-
гезии  АФК [21–23] и  NO [24] играют важную 
роль в развитии воспалительных процессов. 
Нейтрофилы содержат три типа секреторных 
гранул, различающихся по составу и назначе-
нию белков и пептидов. Различные сигналь-
ные пути запускают секрецию гранул разных 
типов [20, 25, 26]. Секреция протеаз и порооб-
разующих пептидов первичных гранул нейтро-
филов может инициировать воспалительные 
процессы в тканях, а секреция металлопротеи-
наз четвертичных гранул может осуществлять 
реорганизацию внеклеточного матрикса, тре-
бующуюся для процессов инвазии и адгезии 
клеток.

Параллельные эксперименты проведены 
по изучению влияния дексаметазона на состав 
секреции свободных аминокислот. Ранее нами 
было показано, что адгезия нейтрофилов к суб-
страту стимулирует секрецию гидроксилизина, 
но практически не влияет на секрецию дру-
гих аминокислот [27, 28]. Роль гидроксили зина, 
метаболита лизилгидроксилазы (LH 1, 2, 3 или 
проколлаген-лизин  2-оксоглутарат 5-диокси-
геназы PLOD 1, 2, 3), в физиологии нейтрофи-
лов не изучена. Способность к инвазии в 
ткани организма объединяет нейтрофилы с 
опухолевыми клетками. Многочисленные дан-
ные свидетельствуют о том, что повышение 
экспрессии и активности лизилгидроксилазы 
связано со способностью опухолевых клеток 
мигрировать и образовывать метастазы при за-
болеваниях глиомами [29], раком легкого [30], 
карциномой эндометрия [31] и другими вида-
ми рака.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В исследованиях использо-
вали следующие реактивы: сбалансирован-
ный солевой раствор Хенкса  (HBSS) без би-
карбоната натрия и фенолового красного, 
фосфатно-солевой буфер Дульбекко  (D-PBS) 
без  CaCl2, дексаметазон, форбол 12-миристат 
13-ацетат  (PMA), ингибитор тиоловых про-
теаз  E64 и фибриноген плазмы челове-
ка («Sigma-Aldrich», Германия); Ficoll-Paque 
(«Pharmacia», Швеция); Coomassie Brilliant 
Blue G-250 («Serva», Германия); PMSF 
(«MP  Biomedical», США); трипановый синий 
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(«Honeywell Fluka», США); глутаровый альде-
гид («Ted Pella», США); трипсин («Promega», 
США); 4,5-диаминофлуоресцеин диацетат 
(DAF-2  DA) («Merck KGaA», Германия); ди-
ацетат 6-карбокси-2′,7′-дихлордигидрофлуо-
ресцеина (Carboxy-H2DCF-DA) («Thermo 
Fisher Scientific», США); растворители для 
аналитической хроматографии: элюент  MCI 
Buffer L-8800-PH-1–4 и набор окрашивающих 
растворов нингидрина для Hitachi 29970501 
(«FUJIFILM Wako Chemicals GmbH», США).

Выделение нейтрофилов человека. Ней-
трофилы получали из крови здоровых доно-
ров, не получавших фармакологические пре-
параты в течение двух недель до эксперимента. 
Метод получения нейтрофилов был описан 
ранее [23]. В качестве антикоагулянта исполь-
зовался цитрат натрия. После осаждения эрит-
роцитов 3%-ным раствором декстрана Т-500 
нейтрофилы отделяли от богатой лейкоцита-
ми плазмы центрифугированием в градиенте 
плотности Ficoll-Paque (1,077 мкг/мл). После 
гипотонического лизиса оставшихся эритро-
цитов нейтрофилы дважды промывали в PBS, 
суспендировали (107  клеток на  мл) в D-PBS, 
содержащем 1 мг/мл  глюкозы, и хранили до 
экспериментов при комнатной температуре. 
Чистота суспензии нейтрофилов составля-
ла  96–97%. Рутинный контроль гомогенности 
выделенных клеток осуществляли с помощью 
фазово-контрастной и флуоресцентной мик-
роскопии на микроскопе Zeiss Axiovert 200M 
(«Carl Zeiss», Германия), выявляя нейтрофи-
лы по характерным сегментированным ядрам. 
Для оценки жизнеспособности выделенные 
нейтрофилы окрашивали красителем трипа-
новым синим, который окрашивает повреж-
денные, но не проникает в жизнеспособные 
клетки. Нейтрофилы инкубировали 15  мин 
при 37 °С в 0,5 мМ растворе трипанового си-
него и отмывали  PBS. Процент окрашенных 
клеток не превышал 1–2% (n = 3000).

Измерение количества прикрепленных ней-
трофилов. Методика определения процента 
при крепленных нейтрофилов основана на 
измерении абсорбции 2,3-диаминофеназина, 
продукта катализируемого миелопероксидазой 
окисления о-фенилендиамина дигидрохло-
рида  (OPD) с помощью H2O2  [32]. Перед экс-
периментом 96-луночные культуральные план-
шеты («Greiner bio-one», Германия) инкуби-
ровали в течение 2 ч с раствором фибриноге-
на (30  мкг/мл) при комнатной температуре и 
промывали PBS. Нейтрофилы высевали в лун-
ки, покрытые фибриногеном (2 × 105  клеток 
на  лунку), 96-луночного планшета в раство-
ре  HBSS, содержащем 10 мМ HEPES (pH 7,4). 

Клетки инкубировали в течение 30  мин при 
37 °C в атмосфере 5% CO2 в контрольных усло-
виях или в присутствии 0,1; 1 или 10 мкМ дек-
саметазона. После удаления не прикрепив-
шихся к субстрату или слабо прикрепившихся 
клеток двукратным промыванием теплым PBS 
в лунки добавляли по  0,1 мл 4 мМ H2O2 в пер-
меабилизирующем буфере (67 мМ Na2HPO4, 
35 мМ  лимонной кислоты, 0,1%  (w/v)  Triton 
X-100), содержащем 5,5 мМ OPD, на  5 мин. 
Реакцию останавливали равным объемом 1 М 
H2SO4. Поглощение на длине волны 490 нм 
измеряли с помощью устройства для чте-
ния микропланшетов CLARIOstar («BMG 
Labtech», Германия). Количество прикрепив-
шихся клеток определяли по калибровочной 
кривой.

Измерение внутриклеточной продукции 
АФК нейтрофилами. Количественную оценку 
влияния дексаметазона на накопление АФК 
в цитозоле нейтрофилов производили путем 
измерения интенсивности зеленой флуорес-
ценции 2′,7′-дихлорфлуоресцеина (DCF), про-
дукта окисления 2′,7′-дихлордигидрофлуорес-
цеина диацетата (H2DCF-DA). Нейтрофилы 
инкубировали с  5 мкМ карбокси-H2DCF-DA 
в течение 60 мин при комнатной температу-
ре, промывали PBS и хранили в D-PBS до ис-
пользования. Затем нейтрофилы высевали в 
покрытые фибриногеном лунки 96-луночного 
планшета (4 × 105  клеток на  лунку) в  HBSS, 
содержащем 10 мМ HEPES (рН 7,4), и инкуби-
ровали 30 мин при 37 °С в атмосфере 5% СО2 
в контрольных условиях или в присутствии 0,1; 
1 или  10 мкМ дексаметазона или 5 нМ PMA. 
Интенсивность флуоресценции при длинах 
волн возбуждения и испускания (488 и 525 нм 
соответственно) контролировали с помощью 
устройства CLARIOstar.

Количественная оценка продукции NO ней-
трофилами. Продукция оксида азота нейтро-
филами количественно оценивалась по ин-
тенсивности флуоресценции триазолофлуо-
ресцеина (DAF-2T), продукта реакции DAF-2 
с  NO, как описано ранее [24]. Нейтрофилы 
инкубировали в течение 60 мин с 5 мкМ DAF-2 
при комнатной температуре, промывали PBS и 
хранили в темноте в D-PBS до использования. 
Нагруженные DAF-2 нейтрофилы высевали в 
лунки, покрытые фибриногеном (4 × 105  кле-
ток на лунку), 96-луночного планшета, и инку-
бировали 30 мин при 37 °С в атмосфере 5% СО2 
в контрольных условиях или в присутствии 
0,1; 1 или  10 мкМ дексаметазона. Интенсив-
ность флуоресценции DAF-2 (возбуждение/ис-
пускание – 488/525  нм) измеряли с помощью 
устройства CLARIOstar.
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Метод сканирующей электронной микро-
скопии и количественная оценка действия декса-
метазона на морфологию прикрепленных ней-
трофилов. Сканирующую электронную микро-
скопию использовали для сравнения морфо-
логии нейтрофилов, прикрепленных к по-
кровным стеклам, покрытым фибриногеном, 
в контрольных условиях или в присутствии 
дексаметазона. Изолированные нейтрофилы 
помещали на покровные стекла, покрытые 
фибриногеном, на 25 мин при 37 °С в атмо-
сфере 5% СО2 в контрольных условиях или в 
присутствии 0,1–1 мкМ дексаметазона. При-
крепленные клетки фиксировали 2,5%-ным 
глутаровым альдегидом в  HBSS, содержащем 
10 мМ HEPES, 0,5 мМ PMSF в качестве ин-
гибитора сериновых протеаз и 5 мМ ЭДТА в 
качестве ингибитора металлопротеиназ. Пе-
ред обезвоживанием клетки дополнительно 
фиксировали 1%-ной четырехокисью осмия в 
0,1 М  растворе какодилата натрия, содержа-
щем 0,1 М  сахарозы (рН 7,3). Для обезвожи-
вания клетки проводили через ряд растворов 
ацетона (10–100%) и сушили в аппарате Баль-
цера в критической точке с жидким  СО2 в ка-
честве переходной жидкости. После напыле-
ния золотом/палладием образцы исследовали 
при 15 кВ с помощью сканирующего электрон-
ного микроскопа Camscan S-2 («Cambridge 
Instrument Corporation», Великобритания).

Для количественной оценки влияния дек-
саметазона на морфологию нейтрофилов изме-
ряли площадь, занимаемую прикрепленны-
ми клетками на субстрате, периметр и коэф-
фициент поляризации клеток. Коэффициент 
поляризации рассчитывали как соотношение 
длинной и короткой осей клетки, если ее форму 
представить в виде эллипса [33]. Программу 
ImageJ-win64 использовали для измерения па-
раметров клеток на изображениях, полученных 
с помощью сканирующей электронной микро-
скопии. Для каждой экспериментальной груп-
пы измеряли параметры 10–15 клеток.

Отбор внеклеточной среды для выделения и 
идентификации аминокислот и белков, секрети-
рованных нейтрофилами в процессе адгезии. Для 
этих экспериментов 6-луночные культураль-
ные планшеты («Greiner bio-one») инкубиро-
вали в течение 2 ч с раствором фибриногена 
(5 мкг/мл) и промывали. Нейтрофилы высе-
вали в каждую лунку (3 × 106 клеток на лунку) 
и инкубировали в течение 25 мин при 37 °С 
в инкубаторе с 5% СО2 в контрольных усло-
виях (в HBSS, содержащем 10 мМ HEPES при 
рН 7,35) или в присутствии дексаметазона 
(0,1–10 мкМ). После этого отбирали образцы 
внеклеточной среды и добавляли смесь инги-

биторов (5 мМ ЭДТА, ингибитор металлопро-
теиназ; 200 мкМ PMSF, ингибитор сериновых 
протеиназ; 10 мкМ Е64, ингибитор цистеино-
вых протеиназ, 0,025%  азида натрия, ингиби-
тор миелопероксидазы). Затем образцы вне-
клеточной среды подвергали центрифугиро-
ванию (5 мин при  400 g) для удаления непри-
крепленных клеток.

Аминокислотный анализ и подготовка об-
разцов. Для аминокислотного анализа образ-
цы внеклеточной среды из трех одинако-
вых лунок объединяли и концентрировали 
на Centrivap Concentrator («Labconco», США). 
Затем белки осаждали сульфосалициловой 
кислотой (4,4%) и удаляли центрифугирова-
нием при 18 000 g. Супернатанты дополни-
тельно центрифугировали через ультрафиль-
тры Vivaspin 500 Membrane 3000 PES MWCO 
(«Sartorius», Германия). Аминокислоты раз-
деляли и количественно определяли с исполь-
зованием анализатора аминокислот L-8800 
(«Hitachi», Япония). Процедуры проводили 
в стандартном режиме, согласно инструкции 
производителя («Hitachi High-Technologies Cor-
poration», Япония, 1998 г.). Концентрированные 
и не содержащие белков образцы внеклеточ-
ной среды разделяли на ионообменной ко-
лонке 2622SC  (PH) («Hitachi», P/N 855-4506; 
4,6 × 60 мм) с использованием ступенчатого 
градиента четырех натрий-ацетатных буферов 
при скорости потока 0,4 мл/мин при 57 °С. 
Для постколоночной дериватизации исполь-
зовали смесь равных объемов нингидринового 
буфера  R2 и раствора нингидрина  R1 («Wako 
Pure Chemical Industries», Япония; P/N 298-
69601). Образование окрашенных продуктов 
оценивали путем измерения поглощения при 
570 нм встроенным детектором анализатора 
аминокислот. Данные обрабатывали с помо-
щью программы MultiChrom для  Windows 
(«Амперсанд», Москва, Россия).

Выделение и разделение белков, секрети-
руемых нейтрофилами, при адгезии к фибрино-
гену. Для выделения белков образцы внекле-
точной среды из шести одинаковых лунок 
объединяли и смешивали с равным объемом 
смеси (хлороформ/метанол = 2/1, (v/v)). По-
сле смешивания с помощью Vortex и шейкера 
при 4 °C в течение 30 мин полученную смесь 
подвергали центрифугированию при 11 000 g 
в течение 20 мин для разделения фаз. Хлоро-
форменную фазу собирали и после выпари-
вания растворителя подвергали электрофо-
резу. Наша предыдущая работа показала, что 
хлороформенная фаза содержит почти все 
бел ки внеклеточной среды, а водно-метаноль-
ная фаза содержит только следовые коли-
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чества белков. Белки хлороформенной фазы 
разделяли одномерным электрофорезом в по-
лиакриламидном геле с додецилсульфатом 
натрия (SDS-PAGE) с использованием обо-
рудования MiniPROTEAN 3 Cell («Bio-Rad», 
США) и 15%-ного полиакриламидного геля 
в невосстанавливающих условиях, как было 
опубликовано ранее [20]. Белковые полосы в 
геле окрашивали 0,22%-ным Coomassie Bril-
liant Blue G-250.

Идентификация белков методом масс-спек-
трометрии. Из  каждой окрашенной Coomassie 
Brilliant  Blue белковой полосы вырезали ку-
сочки геля, обезвоживали, сушили на воздухе 
и проводили трипсиновый гидролиз прямо в 
геле, как описано ранее  [20]. Образовавшиеся 
в результате гидролиза пептиды экстрагиро-
вали 0,5%-ной трифторуксусной кислотой и 
подвергали масс-спектрометрическому анали-
зу. Аликвоты образцов смешивали на сталь-
ной мишени с 2,5-дигидроксибензойной кис-
лотой (30 мг/мл в 30%-ном ацетонитриле, в 
0,5%-ной трифторуксусной кислоте) и высу-
шивали при комнатной температуре. Белки 
MALDI-MS идентифицировали с использо-
ванием масс-спектрометра MALDI-ToF-ToF 
Ultraflextreme («Bruker», Германия), как опи-
сано ранее [20]. Молекулярные ионы  [MH]+ 
измеряли в отражательном режиме. Точность 
измерения моноизотопного массового пика не 
превышала 30 ppm. Программное обеспечение 
Mascot 2.5.01 (http://www.matrixscience.com, по 
состоянию на  3  января 2021 г.) и база данных 
белков млекопитающих Swissprot использова-
лись для поиска пептидных «отпечатков паль-
цев». Совпадения белков считались значимы-
ми (p < 0,05), если оценка была > 68.

Статистический анализ. Все эксперименты 
по изучению прикрепления нейтрофилов и 
морфологии прикрепленных клеток, коли-
чественной оценке образования  АФК и  NO, 
а также оценке аминокислотного и белково-
го состава секреции нейтрофилов повторяли 
трехкратно с использованием крови разных 
доноров. Для сравнения средних значений во 
всех случаях, кроме исследования секреции 
аминокислот, использовали однофакторный 
дисперсионный анализ (one-way ANOVA). 
Количественные характеристики профиля се-
креции аминокислот описывали с помощью 
двухфакторного дисперсионного анализа с тес-
том Тьюки (two-way ANOVA, Tukey’s multiple 
comparison test). Статистическую обработку и 
построение графиков количественных дан-
ных осуществляли с помощью программ-
ного обеспечения GraphPad Prism  9.5.0 
(GraphPad, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дексаметазон не влияет на прикрепле-
ние нейтрофилов к фибриногену и на морфо-
логию прикрепленных клеток. Используя ска-
нирующую электронную микроскопию, мы 
сравнили морфологию нейтрофилов, которые 
прикреплялись к субстратам, покрытым фиб-
риногеном, в контрольных условиях или в 
присутствии дексаметазона (рис. 1, а–д). Дек-
саметазон в диапазоне концентраций 0,1–
10  мкМ не влиял на морфологию прикреп-
ленных нейтрофилов (рис. 1, а). Определение 
средней площади, занимаемой клетками на 
субстрате, среднего периметра и среднего ко-
эффициета поляризации клеток было прове-
дено с помощью программы ImageJ-win64 на 
микрофотографиях клеток. Значимой разницы 
в значениях этих параметров между контроль-
ными клетками и клетками, прикрепившими-
ся к фибриногену в присутствии дексаметазо-
на, не обнаружено (рис. 1, б–г).

Мы также изучали влияние дексамета-
зона на прикрепление нейтрофилов к суб-
страту. После прикрепления нейтрофилов к 
фибриногену и удаления не прикрепившихся 
к субстрату клеток количество прочно при-
крепленных клеток определяли по интен-
сивности поглощения 2,3-диаминофеназина, 
окрашенного продукта катализируемого мие-
лопероксидазой окисления о-фенилендиамина 
дигидрохлорида. Присутствие дексаметазона в 
диапазоне концентраций 0,1–10 мкМ не влия-
ло на прикрепление нейтрофилов к фибрино-
гену в наших экспериментах (рис. 1, д).

Продукция активных форм кислорода ней-
трофилами при адгезии к фибриногену не из-
менялась в присутствии дексаметазона. Инте-
грин-зависимая адгезия к субстрату сама по 
себе, в отсутствие других стимулов, иниции-
рует продукцию АФК нейтрофилами  [21, 22]. 
Результаты настоящей статьи демонстрируют, 
что адгезия нейтрофилов к субстрату, покры-
тому фибриногеном, в контрольных условиях 
также сопровождается продукцией  АФК. При 
этом присутствие дексаметазона в диапазоне 
концентраций 0,1–10 мкМ не влияет на про-
дукцию АФК нейтрофилами, по результатам 
измерения флуоресценции через 30 мин после 
начала процесса адгезии (рис. 2, а).

Следует отметить, что адгезия сама по 
себе является довольно слабым индуктором 
генерации АФК. Так, добавление даже незна-
чительного количества классического стиму-
лятора NADPH-оксидазы, PMA, уже через 
30 мин обеспечивало пятикратное превыше-
ние интенсивности флуоресценции в сравне-
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Рис. 1. Влияние дексаметазона на прикрепление нейтрофилов к субстрату и морфологию прикрепленных клеток. 
а – Изображения нейтрофилов, полученные с помощью сканирующей электронной микроскопии. Нейтрофилы при-
креплялись к субстратам, покрытым фибриногеном, в течение 25  мин в контрольных условиях или в присутствии 
1 мкМ дексаметазона. На рисунке представлены типичные изображения нейтрофилов, наблюдавшиеся в трех неза-
висимых экспериментах. б  – Средние значения площади, занимаемой нейтрофилами на субстрате, в  – периметра 
и г – коэффициента поляризации клеток, определенные с помощью программы ImageJ-win64 на микроскопических 
изображениях. д  – Доля прочно прикрепленных нейтрофилов в процентах от общего числа клеток, которые при-
креплялись к субстрату, покрытому фибриногеном, в течение 25 мин в контрольных условиях или в присутствии 0,1; 
1 или 10 мкМ дексаметазона. Представлены данные (среднее значение ± стандартное отклонение) трех независимых 
экспериментов с кровью разных доноров (б–д)
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Рис. 2. Влияние дексаметазона на продукцию АФК нейтрофилами при адгезии к фибриногену. а  –  Интенсивность 
флуоресценции DCF, измеренная через 30  мин после начала инкубации нагруженных H2DCF-DA нейтрофилов, 
в покрытых фибриногеном 96-луночных планшетах при 37 °C в атмосфере 5% CO2 в контрольных условиях и в при-
сутствии 0,1; 1 и 10 мкМ дексаметазона. Данные представляют интенсивность флуоресценции DCF (среднее значе-
ние ± стандартное отклонение) по результатам трех независимых экспериментов с кровью разных доноров. б – Типич-
ные кинетические кривые флуоресценции DCF, зарегистрированные в процессе адгезии контрольных нейтрофилов 
в присутствии 10 мкМ дексаметазона или 5 нМ PMA

Рис. 3. Влияние дексаметазона на продукцию NO ней-
трофилами при адгезии к фибриногену. Нагруженные 
DAF-2 нейтрофилы (4 × 105  клеток на  мл) высевали 
в  лунки, покрытые фибриногеном, на 30  мин при 37 °С 
в атмосфере 5% СО2 в контрольных условиях или в при-
сутствии 0,1; 1 или  10  мкМ дексаметазона. Представ-
лены значения интенсивности флуоресценции DAF-2T 
(среднее значение ± стандартное отклонение; возбужде-
ние/испускание – 488/525 нм), полученные в трех неза-
висимых экспериментах, выполненных на крови разных 
доноров

нии с контрольными образцами, стремительно 
нарастая во времени (рис. 2, б).

Продукция NO нейтрофилами при адгезии 
не изменяется в присутствии дексаметазона. 
NO сам по себе и во взаимодействии с O2

− мо-
жет играть важную роль в окислительных про-
цессах и развитии воспаления. Данные о влия-
нии дексаметазона на продукцию  NO весьма 
противоречивы  [34–36]. Мы изучали влияние 
дексаметазона на высвобождение NO нейтро-
филами при адгезии. Наши данные показали, 
что дексаметазон в концентрации 0,1–10 мкМ 
не влиял на продукцию NO нейтрофилами в 
течение 30 мин инкубации над субстратами, 
покрытыми фибриногеном (рис. 3).

Влияние дексаметазона на секрецию сво-
бодных аминокислот нейтрофилами в процессе 
адгезии. Наша предыдущая работа показала, 
что нейтрофилы имеют стабильный профиль 
секреции свободных аминокислот. Адгезия 
к субстрату сильно и избирательно влияет на 
секрецию гидроксилизина, но секреция дру-
гих аминокислот не зависела от адгезии кле-
ток [27, 28].

Дексаметазон в концентрации 0,1–1 мкМ 
статистически значимо стимулировал высво-
бождение гидроксилизина, но не влиял на 
секрецию других свободных аминокислот 
(рис.  4). Для исключения возможности появ-
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Рис. 4. Влияние дексаметазона на состав секреции свободных аминокислот, секретируемых нейтрофилами при адге-
зии к фибриногену. Нейтрофилы прикрепляли к субстратам, покрытым фибриногеном, в течение 25 мин в контроль-
ных условиях или в присутствии 0,1 или 1 мкМ дексаметазона. Количество аминокислот представлено в процентах 
от  общего содержания найденных свободных аминокислот (среднее значение  ±  стандартное отклонение). Амино-
кислотные профили построены по результатам трех независимых экспериментов, проделанных на крови разных 
доноров. *  Достоверные различия по сравнению со значением для той же аминокислоты в контрольных клетках 
(** p < 0,001; *** p < 0,0006)

ления аминокислот во внеклеточной среде в 
результате разрушения клеток нейтрофилы по-
сле эксперимента и забора внеклеточной сре-
ды окрашивали трипановым синим. Процент 
мертвых (окрашенных) клеток не превышал 2% 
ни в одном образце.

Влияние дексаметазона на состав секреции 
белков нейтрофилами при адгезии к фибриноге-
ну. Интегрин-зависимая адгезия нейтрофилов 
сопровождается секрецией цитозольных белков 
и белков из внутриклеточных гранул трех ти-
пов, секреторных пузырьков и из цитоплазмы. 
Поскольку секреция белков из этих источни-
ков запускается разными стимулами, белковый 
состав секрета существенно зависит от усло-
вий [20]. После завершения адгезии нейтро-
филов к субстрату (25 мин) отбирали внекле-
точную среду, концентрировали и разделяли 
белки электрофорезом в полиакриламидном 
геле (SDS-PAGE). Окрашивание гелей сере-
бром выявило многочисленные полосы, ука-
зывающие на то, что нейтрофилы выделяют 
большое количество белков при адгезии (дан-
ные не представлены). Чтобы иметь возмож-
ность идентифицировать белки с помощью 
масс-спектрометрии, гели в этой работе были 
окрашены красителем Coomassie Brilliant  Blue, 
который выявляет только ограниченное коли-
чество основных белковых полос. Однако этот 
метод позволил нам различить профили бел-
ков, характерные для секреции нейтрофилов 

во время адгезии в контрольных условиях и в 
присутствии дексаметазона.

Основными белками, секретируемыми ней-
трофилами при адгезии к фибриногену в кон-
трольных условиях и статистически значимо 
идентифицированными с помощью масс-спек-
трометрии, были лактоферрин  (ЛФ), липо-
калин нейтрофилов, ассоциированный с жела-
тиназой (NGAL), и лизозим – белки, преиму-
щественно локализованные в специфических 
гранулах; сывороточный альбумин, локализо-
ванный в секреторных пузырьках; цитозоль-
ные белки  S100A8 и  S100A9  (рис. 5). Для ис-
ключения возможности появления белков во 
внеклеточной среде в результате гибели клеток 
нейтрофилы после опытов окрашивали три-
пановым синим. Процент погибших нейтро-
филов не превышал 1–2%.

Белковый профиль секреции нейтрофилов 
при адгезии к фибриногену в присутствии дек-
саметазона включал, помимо белков, секрети-
руемых контрольными клетками, матриксную 
металлопротеиназу-9, локализованную преиму-
щественно в третичных гранулах, и цитозоль-
ный белок кальпротектин (рис. 5, таблица). 
Следует отметить, что дексаметазон не стиму-
лировал высвобождение компонент первич-
ных гранул, таких как сериновые протеазы и 
порообразующие пептиды, которые способны 
инициировать воспалительные процессы в 
тканях хозяина.
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Рис. 5. Разделение SDS-PAGE белков, секретируемых нейтрофилами при адгезии к фибриногену в присутствии дек-
саметазона. Нейтрофилы человека инкубировали над субстратами, покрытыми фибриногеном, в течение 25  мин 
в  контрольных условиях или в присутствии 1  мкМ дексаметазона. Образцы внеклеточной среды собирали, белки 
экстрагировали и разделяли с помощью 15%-ного SDS-PAGE. Гели окрашивали Coomassie Brilliant  Blue. Представ-
лены репрезентативные гели из трех аналогичных экспериментов, выполненных на крови разных доноров

Список белков, секретируемых нейтрофилами при адгезии к фибриногену

Название белка
Название белка Пептиды, 

совпадающие/
общее число

Покрытие, % Параметр досто-
верности (score)контроль дексаметазон

MMP9_HUMAN MMP-9 14/50 22 97

TRFL_HUMAN + ЛФ 33/59 50 300

NGAL_HUMAN + NGAL 9/21 62 138

ALBU_HUMAN + альбумин 15/18 38 95

LYSC_HUMAN + лизозим 8/14 53 115

S10A9_HUMAN + S100-A9 7/24 60 96

S10A8_HUMAN + S100-A8 6/24 45 75

S10A8/A9_HUMAN кальпротектин 7/24 61 101

Примечание. Нейтрофилы прикрепляли к фибриногену в течение 25 мин в контрольных условиях или в присутствии 
1  мкМ дексаметазона. Белки экстрагировали из внеклеточной среды, разделяли с помощью SDS-PAGE и иденти-
фицировали с помощью масс-спектрометрии. Данные масс-спектрометрии для идентифицированных белков были 
взяты из экспериментов с дексаметазоном. Сходные белки, идентифицированные во внеклеточной среде контроль-
ных клеток, отмечены  (+). Идентификация белка считалась достоверной (p < 0,05), если оценка была > 68. Список 
включает белки, идентифицированные в трех аналогичных экспериментах, выполненных на крови разных доноров. 
MMP-9 – матриксная металлопротеиназа 9; ЛФ – лактоферрин; NGAL – липокалин нейтрофилов, ассоциированный 
с желатиназой; S100A8 и S100A9 – цитозольные белки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Дексаметазон, синтетический глюкокорти-
костероидный гормон с иммунодепрессивным 
и противовоспалительным действием, исполь-
зуется при лечении аутоиммунных и многих 
других заболеваний, включая тяжелые фор-
мы COVID-19. Считается, что глюкокорти-
коиды проходят через клеточные мембраны 

путем пассивной диффузии и соединяются в 
цитоплазме с внутриклеточными глюкокор-
тикоидными рецепторами. Глюкокортикоид-
ные рецепторы после связывания с лигандом 
перемещаются в ядро клетки, где они взаимо-
действуют с факторами транскрипции, тем 
самым вызывая геномные эффекты, которые 
изменяют экспрессию белка. Помимо геном-
ных эффектов, глюкокортикоиды могут быстро 
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изменять свойства мембран, тем самым оказы-
вая негеномное действие на клеточные про-
цессы  [16, 35, 37–39]. Острые негеномные эф-
фекты дексаметазона на передачу сигналов и 
ионный транспорт изучались на эпителиаль-
ных клетках дыхательных путей. Дексаметазон 
быстро стимулировал обменную активность 
Na+/H+-антипорта, но вызывал снижение внут-
риклеточного  Ca2+ и ингибировал секрецию 
Cl– и K+ мембранных каналов [15, 40].

Результаты наших экспериментов демон-
стрируют, что краткосрочное действие (25–
30  мин) дексаметазона не оказывает влияния 
на прикрепление нейтрофилов к покрыто-
му фибриногеном субстрату и на продукцию 
АФК, сопровождающую этот процесс (рис. 1, 2). 
Наши результаты подтверждают ранее опубли-
кованные данные об отсутствии влияния дек-
саметазона на продукцию нейтрофилами су-
пероксид-анион-радикалов  (O2

−), измеряемую 
по восстановлению цитохрома с  [41]. Более 
того, в экспериментах с периферическими 
нейтрофилами крыс наблюдалось быстрое не-
геномное ингибирующее действие дексаме-
тазона на индуцированное  PМА образова-
ние O2

− [42].
Дексаметазон также не влиял на продук-

цию нейтрофилами  NO в процессе адгезии 
(рис. 3). Опубликованные данные показывают, 
что дексаметазон в концентрации 0,1 мкМ ак-
тивирует эндотелиальную NO-синтазу по бы-
строму нетранскрипционному пути, в течение 
10 мин увеличивая выброс NO в 2,5–3 раза [34]. 
В  нейтрофилах экспрессируется NO-синтаза 
нейронального типа  [43]. Хотя обе изоформы 
являются конститутивными и Са2+-зависимы-
ми, они регулируются по-разному [44]. Данные 
о влиянии дексаметазона на активность нейро-
нальной изоформы противоречивы. Показано, 
что дексаметазон вызывает быстрое негеном-
ное увеличение на 20–50% продукции  NO, 
инициируемой внеклеточным  ATP в нейро-
нах спирального ганглия улитки  [35]. Напро-
тив, вклад дексаметазона в обезболивающий 
эффект блокады седалищного нерва у мышей 
с моделью послеоперационной боли был свя-
зан с подавлением синтеза  NO [36]. Следует 
отметить, что дексаметазон вызывает быстрое 
негеномное снижение внутриклеточной кон-
центрации  Са2+, что может способствовать 
подавлению продукции  NO Са2+-зависимыми 
изоформами NO-синтазы [45].

Наши результаты демонстрируют, что 
дексаметазон вызывает статистически досто-
верное увеличение высвобождения гидрокси-
лизина нейтрофилами в процессе адгезии и 
стимулирует секрецию MMP-9 в дополнение 

к белкам, секретируемым в контрольных усло-
виях (рис. 4 и 5, таблица). Ранее нами было по-
казано, что адгезия нейтрофилов к субстрату 
значительно и селективно стимулирует высво-
бождение гидроксилизина, но не влияет на 
секрецию других аминокислот  [27, 28]. Вы-
свобождение гидроксилизина обеспечивается 
лизилгидроксилазой  (ЛГ), поскольку ингиби-
руется миноксидилом, ингибитором  ЛГ [27]. 
ЛГ  осуществляет посттрансляционную моди-
фикацию остатков лизина в молекуле кол-
лагена в шероховатом эндоплазматическом 
ре тикулуме клеток, модулируя таким обра-
зом организацию внеклеточного матрикса [46]. 
В  опухолевых клетках ЛГ  может также секре-
тироваться во внеклеточное пространство и 
модифицировать там коллаген и другие бел-
ки  [47–49]. Согласно многочисленным дан-
ным, повышение экспрессии и активности ЛГ 
является мощным промотором метастазирова-
ния опухолей и потенциальной мишенью для 
лечения рака [29–31].

Ранее мы показали, что высвобождение 
гидроксилизина подавляется доксициклином, 
ингибитором матриксных металлопротеиназ. 
Это указывает на тесное взаимодействие ме-
жду  ЛГ и металлопротеиназами в процессе 
модификации внеклеточной среды во время 
адгезии нейтрофилов  [27]. Металлопротеина-
зы играют важную роль в миграции нейтро-
филов и их инвазии в ткани [50–54]. Ингиби-
рование активности MMP-9 доксициклином 
предотвращает инфильтрацию нейтрофилов 
в легочную ткань и подавляет воспаление при 
заражении Streptococcus pneumoniae при воздей-
ствии липополисахаридами  (LPS) или токсич-
ными гербицидами  [55–57]. MMP-2 и MMP-9 
обеспечивают проникновение лейкемических 
клеток в центральную нервную систему, раз-
рушая гематоэнцефалический барьер  [58]. 
Стимуляция секреции MMP-9 нейтрофилами 
при заражении микобактериями туберкулеза 
способствует разрушению коллагена типа 4, 
являющегося основой гематоэнцефалического 
барьера [59]. Дефицит MMP-9 сам по себе по-
давляет инвазию лейкоцитов в печень и защи-
щает от реперфузии после ишемии [60].

Механизм взаимодействия ЛГ и металло-
протеиназ при адгезии и инвазии нейтрофи-
лов не изучен, но некоторые данные получены 
для опухолевых клеток. MMP-9 представляет 
собой секретируемый фермент, который мо-
жет быть локализован на поверхности клетки. 
Прикрепление MMP-9 к клеточной поверхно-
сти может защитить фермент от естественных 
ингибиторов и способствовать реорганиза-
ции внеклеточного матрикса для обеспечения 
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клеточной инвазии. Одной из молекул, от-
ветственных за иммобилизацию MMP-9 на 
поверхности фибробластов в строме опухо-
ли, является молекула  ЛГ (LH3 или  PLOD3). 
Взаимодействие между MMP-9 и LH3 запу-
скает активацию TGF-β и дифференцировку 
фибробластов в миофибробласты, которые 
усиливают прогрессирование опухоли за счет 
ремоделирования стромы [61]. CD44,  рецеп-
тор гиалуроновой кислоты, также может свя-
зывать MMP-9 на поверхности кератиноцитов 
и некоторых опухолевых клеток [62–64]. Пред-
полагается, что локализованная на клеточной 
поверхности MMP-9 может протеолитически 
активировать TGF-β и способствовать инва-
зии опухоли [65].

Взаимодействие ЛГ и MMP-9 в опухоле-
вых клетках и нейтрофилах требует интактного 
актинового цитоскелета. Цитохалазин  D и все 
воздействия, так или иначе нарушающие це-
лостность актинового цитоскелета, подавляли 
высвобождение гидроксилизина [27] и нару-
шали секрецию MMP-9 при адгезии нейтрофи-
лов [25]. Ингибирование полимеризации ак-
тина алендронатом или цитохалазином D эф-
фективно блокировало образование комплекса 
CD44/MMP-9 и подавляло секрецию актив-
ной формы MMP-9 и миграцию опухолевых 
клеток [66, 67].

Терапевтический эффект дексаметазона мо-
жет реализовываться через изменение секре-
ции нейтрофилов, приводящее к реорганиза-
ции внеклеточного матрикса, способствующей 
инвазии нейтрофилов. Согласно механистиче-
ской модели, у пациентов с тяжелым течени-
ем заболевания COVID-19 «брадикининовый 
шторм» вызывает утечку жидкости в легкие. 

Предполагается, что избыток жидкости в со-
четании с избытком гиалуроновой кислоты 
в легких пациентов приводит к образованию 
желеобразных структур, препятствующих по-
глощению кислорода и выделению углекис-
лого газа  [68]. Мы предполагаем, что инду-
цированная дексаметазоном активация  ЛГ 
и секреция MMP-9 и их взаимодействие 
с  CD44, рецептором гиалуроновой кислоты, 
могут нарушать образование геля и норма-
лизовать газообмен в легких пациентов. Это 
предположение согласуется с тем фактом, что 
дексаметазон улучшает выживаемость паци-
ентов с тяжелым течением COVID-19, полу-
чающих кислород или искусственную венти-
ляцию легких из-за затрудненного дыхания. 
У  остальных пациентов препарат был неэф-
фективен.
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Neutrophils play a dual role in protecting the body. They are able to penetrate infected tissues and de-
stroy pathogens there, releasing aggressive bactericidal substances. Getting into the surrounding tissues, 
aggressive secretion products of neutrophils initiate the development of inf lammatory processes. Invasion 
of neutrophils into tissues is observed during the development of pneumonia in patients with lung dis-
eases of various etiologies, including acute respiratory distress syndrome caused by coronavirus disease. 
The synthetic corticosteroid hormone dexamethasone has a therapeutic effect in the treatment of lung dis-
eases, including reducing mortality in patients with severe Covid-19. The acute (short-term) effect of dexa-
methasone on neutrophil adhesion to fibrinogen and concomitant secretion was studied. Dexamethasone 
did not affect either the attachment of neutrophils to the substrate or their morphology. The production 
of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) by neutrophils during adhesion also did not change 
in the presence of dexamethasone. Dexamethasone stimulated the release of metalloproteinases in addition 
to proteins secreted by neutrophil adhesion under control conditions, and selectively stimulated the release 
of the free amino acid hydroxylysine, a product of lysyl hydroxylase. Metalloproteinases play a key role 
and closely interact with lysyl hydroxylase in the processes of rearrangement of the extracellular matrix. 
The therapeutic effect of dexamethasone may be associated with its ability, by changing the composition of 
neutrophil secretions, to reorganize the extracellular matrix in tissues, which can lead to improved gas ex-
change in patients with severe lung diseases.

Keywords: neutrophilic inflammation, neutrophil, adhesion, secretion, hydroxylysine, metalloproteinase, lysyl 
hydroxylase, reactive oxygen species, nitric oxide


